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Referat:
Das West-Nil-Virus (WNV) ist eine Zoonose mit weltweit zunehmender Ver-
breitung. Natürliches Reservoir dieses Flavivirus sind Vögel, aber auch Säu-
getiere wie z.B. Menschen können inﬁziert werden. In einigen Fällen führt
eine WNV-Infektion zu schweren neurologischen Erkrankungen. Infolgedessen
werden eﬀektive und biologisch sichere Impfstrategien gegen dieses Virus benö-
tigt. Eine Alternative zu herkömmlichen Impfmethoden beschreibt die DNA-
Immunisierung. In dieser Arbeit wurde ein potentieller DNA-Impfstoﬀ gegen
das WNV hergestellt. Die Immunisierung des DNA-Vektors induzierte starke
zelluläre und humorale Immunantworten in Mäusen. Zudem waren die Tiere
gegen eine WNV-Infektion geschützt. Zusätzliche Impfungen mit rekombinan-
tem WNV-Protein führten zu einer weiteren Steigerung der Immunogenität
des DNA-Impfstoﬀkandidaten.
Des Weiteren sollte der nicht-virale Gentransfer im Allgemeinen optimiert wer-
den. Ein neu entwickeltes Transportsystem für Plasmid-DNA, bestehend aus
natürlichen Histonextrakten und Polyethylenimin, resultierte in einer verbes-
serten Proteinexpression in in vitro-transﬁzierten Zellen und wurde von die-
sen sehr gut toleriert. Daher wäre diese Strategie auch für zukünftige DNA-
Impftechniken denkbar.
Der Einﬂuss von WNV auf die Expression zellulärer miRNAs in Wirtszellen
wurde bisher noch nicht untersucht. Dennoch könnten auf diese Weise potenti-
elle molekulare Biomarker für eine frühe WNV-Diagnose identiﬁziert werden.
Mittels Microarray-Technik wurde die Expression zellulärer miRNAs analy-
siert. Verschiedene miRNA-Spezies waren infolge einer WNV-Infektion leicht
herunter- bzw. hochreguliert und stellen mögliche diagnostische Biomarker für
das Virus dar.
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Kapitel 1
Einleitung
1.1 Epidemiologie des West-Nil-Virus
In der Republik Uganda wurde 1937 ein neuartiges Virus aus dem Blut einer
Frau mit einer ﬁeberhaften Erkrankung isoliert [1]. Dieses Virus wurde auf-
grund seiner Entdeckung im sogenannten West-Nil-Distrikt alsWest-Nil-Virus
(WNV) bezeichnet. In den folgenden Jahren wurden WNV-Infektionen auch
auf anderen Kontinenten registriert, womit es zu den global weit verbreitetsten
Flaviviren gehört [2]. Seit den frühen 1950-er Jahren wurde WNV vermehrt in
Ägypten und Israel detektiert [3, 4]. Zwischen 1960 und 1980 wurde es auch in
mehreren europäischen Ländern wie Spanien, Portugal, Rumänien, der Tsche-
chischen Republik, der Slowakei, Polen und Russland aus Mücken, Vögeln oder
Säugetieren isoliert [5]. Zu schweren Ausbrüchen von WNV-Infektionen kam
es in dieser Zeit nur selten. Eine Ausnahme stellte jedoch Frankreich dar, wo
zwischen 1962 und 1965 ca. 80 Fälle von erkrankten Pferden mit einer Le-
talitätsrate von 25 bis 30% sowie auch 13 bestätigte Fälle bei Menschen mit
einem Todesfall bekannt wurden [6]. Auch aus Südafrika wurde 1974 von einer
WNV-Epidemie mit ca. 18.000 WNV-Infektionen bei Menschen berichtet [5].
Nachdem 1999 erste WNV-Infektionen in Nordamerika auftraten fand dieses
Virus als aufstrebende Zoonose zunehmend Beachtung. Infolge einer transkon-
tinentalen Ausbreitung kam es hier zu einem massiven Vogelsterben mit über
300 inﬁzierten Vogelspezies [7, 8]. Auch zahlreiche WNV-Erkrankungen, zum
Teil mit Todesfällen, vor allem von Pferden (2001: 733 Fälle) [9] und Men-
schen (1999: 62 Fälle mit sieben Toten) wurden in dieser Zeit diagnostiziert.
Ein Höchststand wurde von 2002 bis 2003 erreicht: 9862 Patienten und 264 To-
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2desfälle [10]. Seither werden, wenn auch mit geringerer Häuﬁgkeit, in Amerika
jährlich neue Fälle von WNV-Infektionen und -Erkrankungen festgestellt. In
Europa traten WNV-Infektionen bisher meist nur sporadisch auf, sie häuften
sich jedoch innerhalb der letzten Jahre. Eine Epidemie in Rumänien (1996) mit
393 bestätigten Krankheitsfällen im Menschen, darunter 17 Toten, bezeichnete
den ersten großen Ausbruch von WNV-Erkrankungen in Europa [11, 12]. Auch
in anderen europäischen Ländern wurde WNV diagnostiziert, so zum Beispiel
in Italien (Toskana 1998), Tschechien (1997), Russland (1999) und Frankreich
(2003-2006) [2, 13]. In den letzten Jahren kam es vermehrt zuWNV-Infektionen
in südeuropäischen Ländern wie Spanien und Portugal (2004) [14] [15], Italien
(2008-2009) und Ungarn [16, 17, 18, 13]. Von Juli bis August 2010 wurde ein
schwerer WNV-Ausbruch mit 200 Patienten mit neurologischen Erkrankungen,
darunter fast 40 Todesfälle, in Griechenland beobachtet [19]. Auch in Russ-
land gab es im Sommer 2010 zahlreiche klinische Fällen mit WNV-Infektionen
(231 Patienten, sechs Todesfälle) [20]. In Deutschland wurden bisher keine
WNV-Infektionen oder -Erkrankungen registriert. Mehrere epidemiologischen
Studien zum Nachweis WNV-speziﬁscher Antikörper in verschiedenen Arten
von Zug- und Standvögeln wurden durchgeführt [21, 22], um Hinweise auf die
Inzidenz und Prävalenz von WNV in Deutschland zu bekommen. Besonders
die Detektion von WNV-Antiköpern in Populationen von Standvögeln dient
als Indikator für eine lokale WNV-Zirkulation [22]. WNV-Antiköper wurden
während dieser Untersuchungen mittels indirekter Immunﬂuoreszenztests und
Virusneutralisationstests nachgewiesen, wobei hauptsächlich Zugvogelarten als
seropositiv erkannt wurden. Dies ließ darauf schließen, dass diese Vögel im Lau-
fe ihrer Zugrouten mit WNV in Kontakt kamen und eine natürliche Immunität
gegen WNV entwickelt haben. Vereinzelt wurden auch WNV-Antikörper in
Standvögeln bestimmt, jedoch konnten diese Resultate nicht im Virusneutra-
lisationstest bestätigt werden und ließen eine unspeziﬁsche Reaktion oder eine
Kreuzreaktion mit anderen verwandten Flaviviren vermuten [22]. Parallel zu
den serologischen Untersuchungen wurden Vogelproben auch auf virale RNA
mittels diagnostischer PCR analysiert. Im Zuge dieser Analysen wurde kein
WNV-Genom detektiert [21, 22], und somit konnte dieses Virus bis 2010 in
Deutschland nicht nachgewiesen werden.
31.2 Taxonomie und Phylogenie
Anhand taxonomischer Untersuchungen wurde das WNV in die Familie der
Flaviviridae eingeordnet. Hierzu gehören auch weitere klinisch relevante RNA-
Viren wie das Gelbﬁebervirus (YFV), das Dengue-Virus (DENV), das FSME-
Virus oder auch das Japanease-Enzephalitis-Virus (JEV). Die Familie der Fla-
viviridae teilt sich in die drei Genera Hepacivirus, Pestivirus und Flavivirus
mit über 70 Vertretern, inklusive WNV [23] [24]. Innerhalb dieses Genus ge-
hört das WNV aufgrund gemeinsamer serologischer Eigenschaften, bestimmt
durch Kreuzreaktionen im Neutralisierungstest, zur Gruppe des Japanease-
Enzephalitis-Antigenkomplex [25]. Weitere Verwandte dieser Serogruppe sind
das Mussay-Valley-Enzephalitis-, das St. Louis-Enzephalitis- oder das Usutu-
Virus [26]. Durch phylogenetische Studien wurde nachgewiesen, dass zwei ge-
notypische Hauptlinien des Virus existieren [27, 28]. Diese besitzen eine ge-
netische Übereinstimmung von ca. 75%. Die weit verbreitete Genotyp-Linie 1
lässt sich in drei monophyletische Cluster unterteilen: Cluster 1a umfasst gene-
tisch eng verwandte WNV-Isolate, die in Afrika, Europa, dem Mittleren Osten,
Russland und in den USA verbreitet sind. Zum Cluster 1b gehören Isolate des
Subtyps Kunjin-Virus [29]. WNV-Isolate aus Indien werden dem Cluster 1c
zugeordnet [30, 28]. Innerhalb der Linie 1 besteht eine Übereinstimmung der
Nukleotidsequenzen verschiedener WNV-Stämme von bis zu 87% [27]. Anhand
von Genomsequenzvergleichen mit amerikanischen WNV-Isolaten konnte eine
Übereinstimmung von ≥ 99,8% zu einem israelischen Isolat von 1998 (Linie
1, Cluster 1a) nachgewiesen werden. Dies ließ den Schluss zu, dass es sich bei
dem 1999 in die USA eingeführten WNV um ein Virus aus dem Mittleren
Osten, vermutlich Israel, handelte [30, 31]. Eine aktuelle Studie widerspricht
dieser Annahme. Neue phylogenetische Analysen weisen darauf hin, dass die
amerikanischen WNV-Isolate nicht direkt von dem Israel-Isolat abstammen,
beide aber denselben Ursprungsstamm haben [32]. WNV-Isolate der Linie 2
sind dagegen hauptsächlich im subsaharischen Afrika, einschließlich Madagas-
kar, präsent. Allerdings konnten Vertreter dieser Linie in den letzten Jahren
auch in Europa verzeichnet werden, z.B. 2004 in Ungarn und 2010 in Griechen-
land [33]. Genetisch verwandte WNV-Isolate wurden in Ungarn innerhalb von
mehreren Jahren in verschiedenen Vögeln detektiert, was auf eine Endemie
4von WNV der Linie 2 schließen lässt [34, 35]. Innerhalb dieser Genotyp-Linie
2 liegt die Nukleotidübereinstimmung bei etwa 80,5% [27]. Neben den beiden
Hauptlinien 1 und 2 wurden weitere phylogenetische Linien des WNV aufge-
stellt. Zu diesen gehören das Rabensburg-Virus, isoliert in der Tschechischen
Republik (Linie 3), ein Isolat aus dem Kaukasus (Russland, Linie 4) und ein
indisches WNV-Isolat (Linie 5) [34, 33].
1.3 WNV-Struktur und Replikation
DasWest-Nil-Virus ist ein sphärisches, umhülltes Virion mit einer ikosaedrischen
Symmetrie (Durchmesser ca. 50 nm). In die äußere Lipidmembranhülle, die von
Membranen der Wirtszellen gebildet wird, sind das virale E (Envelope)- und
das M (Membran)-Protein verankert. Im reifen Virion liegen die E-Hüllproteine
als Homodimere ﬂach auf dem Lipid-Bilayer an. Unter dieser Hülle liegt das
Nukleokapsid (Durchmesser ca. 25 nm), das sich aus dem viralen Kapsidprote-
in (C-Protein) zusammensetzt und das WNV-RNA-Genom umschließt [36, 37]
(Abb. 1.1).
Abbildung 1.1: Vereinfachte Darstellung des WNV-Aufbaus. E, Hüllprotein ((Envelope). M, Mem-
branprotein. Das Nukleokapsid enthält das WNV-RNA-Genom. Verändert nach Petersen und Röhrig
[38].
Das WNV-Genom ist ein positiv orientiertes, einzelsträngiges RNA-Molekül
mit einer Gesamtgröße von ca. 11,7 kb und einem nicht polyadenylierten 3`-
Ende [30, 36]. Ein oﬀenes Leseraster (ORF, ca. 10,3 kb) kodiert ein virales Po-
lyprotein, das sich aus den drei Strukturproteinen (C, prM/M, E) sowie sieben
Nichtstrukturproteinen (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B und NS5) zu-
5sammensetzt (Abb. 1.2). Im Zuge der Replikation der WN-Virionen wird das
Polyprotein proteolytisch durch virale (NS2B-NS3) und zelluläre Proteasen
[36] in die einzelnen Komponenten gespalten, die nachfolgend an der Virusrei-
fung, -zusammensetzung und -anlagerung an neue Wirtszellen beteiligt sind.
Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau des RNA-Genoms von WNV und Spaltung des translatierten
Polyproteins in die einzelnen Virusproteine. Cap, 5`-Ende mit Cap-Struktur. NCR, nicht-kodierende
Regionen. C, Kapsidprotein. prM/M, Membranprotein. E, Hüllprotein und NS, Nicht-Strukturproteine
Es wird angenommen, dass die ersten WNV-Replikationszyklen in den den-
dritischen Zellen der Haut, den Langerhans-Zellen, stattﬁnden, nachdem das
Virus durch einen Mückenstich übertragen wurde [39]. Von da aus wird es zu
den Lymphknoten transportiert und kann sich von dort über das Blut in pe-
riphere Organe bis zum ZNS ausbreiten. Eine Ampliﬁkation der Viruspartikel
ﬁndet in Wirtszellen statt, nachdem WNV über Clathrin-abhängige Endozyto-
se [40] in diese eingedrungen ist. Dafür ist eine Interaktion mit Oberﬂächenre-
zeptoren auf den Wirtszellen nötig, wie z.B. den Lektinen DC-SIGN und DC-
SIGNR [41, 42]. Verantwortlich für Virus-Wirtszellinteraktionen und die Fusi-
on mit der Zellmembran ist das hoch konservierte ﬂavivirale E-Glykoprotein.
Dieses Hüllprotein setzt sich aus einer hydrophoben Transmembrandomäne
und einer Ektodomäne zusammen, die in drei strukturell unterschiedliche Do-
mänen unterteilt ist: die zentrale Domäne I (DI) mit der N-Glykosilierungsstelle,
die gestreckte Dimerisierung-Domäne II (DII) und die C-terminale Domäne III
(DIII) [43, 44]. DIII besitzt eine Immunglobulin-ähnliche Struktur und wird
für die Interaktion von WNV mit Wirtszellrezeptoren verantwortlich gemacht
[45, 46]. Nach der Endozytose erfolgt eine pH-induzierte Verschmelzung der
E-Proteine mit den Membranen der Endosomen, wodurch die WNV-RNA ins
Zytoplasma freigesetzt wird [47] (Abb. 1.3). Das RNA-Genom dient als mR-
6NA für die Translation des viralen Polyproteins mittels zellulärer Proteine im
Zytoplasma. Durch proteolytische Spaltung werden die einzelnen Viruspro-
teine gebildet. Die positiv orientierte RNA dient auch als Template für die
virale RNA-abhängige RNA-Polymerase NS5. Sie generiert komplementäre
Minusstrang-RNAs, die wiederum als Template für die Bildung neuer viraler
positiv orientierter genomischer RNA dienen [36]. Diese RNA-Moleküle werden
in neue Viruspartikel eingebaut bzw. dienen zur Translation weiterer Viruspro-
teine. Die translatierten Strukturproteine E, prM (precursor -Membranprotein)
und C lagern sich in die Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
ein. Das C-Protein interagiert mit dem E-Protein wie auch mit dem RNA-
Genom zur Bildung des Nukleokapsids. Anschließend erfolgt eine Einstülpung
der ER-Membran in das Lumen und die unreifen Viruspartikel werden abge-
schnürt. Im weiteren Reifungsprozess werden die beiden Strukturproteine E
und prM glykosyliert und der N-terminale Teil des prM abgespalten. Das reife
M-Protein bleibt im Viruspartikel verankert [48, 36, 49] und die E-Proteine for-
men sich zu Homodimeren [43]. Reife Viruspartikel werden über exozytotische
Golgi-Vesikel von den Zellen freigesetzt.
Abbildung 1.3: Vereinfachte Darstellung des WNV-Replikationszyklus. ER, Endoplasmatisches Re-
tikulum.
Neue Virionen werden innerhalb von zehn bis zwölf Stunden von inﬁzierten
Säugetierzellen freigesetzt. Ein maximaler extrazellulärer Virustiter wird ca.
724 Stunden nach der Infektion gemessen [36]. Eine WNV-Replikation wurde
in verschiedenen Zellkulturen nachgewiesen, z.B. in primären Hühner-, Enten-
und Mausembryozellen oder auch in permanenten Zelllinien von Aﬀen, Men-
schen, Schweinen, Nagetieren, Amphibien und Insekten [36].
1.4 WNV-Übertragung und Klinik
Flaviviren sind sogenannte Arboviren, d.h. sie werden über Arthropoden-Vek-
toren (z.B. Mücken oder Zecken) auf Vertebraten übertragen. Natürliches Haupt-
reservoir des WNV sind Vögel. Innerhalb der Vogelpopulation wird das Virus
über ornithophile Stechmücken übertragen [50]. Diese Zirkulation wird auch
als ruraler Übertragungszyklus bezeichnet. Ein urbaner Zyklus hingegen be-
schreibt eine WNV-Übertragung durch Arthropoden, die ihre Blutmahlzeit
von Vögeln als auch von anderen Vertebraten aufnehmen [2] (Abb. 1.4). WNV
besitzt ein großes Vektorenspektrum, Hauptüberträger sind jedoch Mückenar-
ten der weit verbreiteten Gattung Culex [51]. Eine Übertragung von WNV auf
empfängliche Vogelarten (mehr als 300 sind bekannt; darunter insbesondere
Wildvögel) erfolgt über die Blutmahlzeit inﬁzierter Mücken, die die Viruspar-
tikel in ihren Speicheldrüsen tragen. Inﬁzierte Vögel dienen als Ampliﬁkations-
wirte des WNV. In kompetenten Vögeln kann eine infektiöse Virämie für ein
bis vier Tage aufrechterhalten werden. Das reicht aus, um weitere blutsaugende
Mücken zu inﬁzieren [51, 52]. Eine hohe Empfänglichkeit für WNV-Infektionen
zeigen vor allem Vogelarten der Ordnung Passeriformes (Sperlingsvögel) wie
der Haussperling (Passer domesticus) oder Krähen (Familie Corvidae  Ra-
benvögel) [53]. Mücken, welche ihre Blutmahlzeit von Vögeln oder anderen
Vertebraten aufnehmen, werden als Brückenvektoren bezeichnet [54, 13]. Auf
diesem Weg können auch Säugetiere mit WNV inﬁziert werden. Dazu gehö-
ren neben Pferd und Mensch auch verschiedene Nagetiere, Fledermaus, Wolf,
Hund, Katze sowie Huftiere wie Rind und Schaf [2, 55]. Pferde und Menschen
sind dabei besonders sensitiv für eine WNV-Infektion. Diese Organismen sind,
wie die meisten Säugetiere, sogenannte Endwirte (auch dead-end hosts). In-
folge der Infektion kann in diesen Organismen keine ausreichend hohe Virämie
entwickelt werden, um eine spätere Übertragung auf blutsaugende Mücken zu
gewährleisten [52, 56].
8Abbildung 1.4: Übertragungszyklus von WNV
Pferde zeigten in verschiedenen Studien eine hohe Empfänglichkeit für WNV.
Infolge experimenteller Infektionen an Pferden wurden in ca. 10% der inﬁzier-
ten Tiere neurologische Erkrankungen registriert [57]. Neben Fieber beobachte-
te man bei den Tieren hauptsächlich Symptome einer Enzephalomyelitis, cha-
rakterisiert durch eine Ataxie, Gliedmaßenschwäche, Schwierigkeiten beim Auf-
stehen und/oder Hinlegen (Hinfälligkeit), faszikuläre Zuckungen und weitere
Lähmungserscheinungen. Unter den erkrankten Tieren besteht eine sehr hohe
Letalitätsrate von bis zu 40% [58, 59]. Aufgrund ihrer hohen Sensitivität kön-
nen Pferde im Zuge serologischer Untersuchungen auch als Sentinels bzw. er-
krankte Tiere als Indikatoren für eine bestehende WNV-Zirkulation angesehen
werden [59]. Auch beim Menschen verläuft eine WNV-Infektion meist asym-
ptomatisch. Gelegentlich wird nach einer Inkubationszeit von drei bis 14 Tagen
bei ca. 20% der Inﬁzierten eine ﬁeberhafte Erkrankung (West-Nil-Fieber) be-
obachtet. Dazu gehören Symptome wie Unwohlsein, Ermüdungserscheinungen,
Appetitlosigkeit und Übelkeit, Muskelschmerzen, Kopfschmerzen sowie Haut-
ausschlag, die meist drei bis sechs Tage andauern [60, 61]. Risikopatienten für
eine WNV-Erkrankung sind vor allem ältere und immunsupprimierte Personen
sowie auch Patienten mit Diabetes mellitus und Personen mit einer Alkohol-
abhängigkeit [62]. Eine WNV-Infektion kann in diesen Fällen eine neuronale
Erkrankung (<1%) mit schwerwiegenden Symptomen hervorrufen. Diese ist
gekennzeichnet durch hohes Fieber (>38), Kopfschmerzen, Erbrechen, Ataxie
und Muskelschmerzen, Bewusstseinsstörungen, einer schlaﬀen Lähmung (AFP:
9acute ﬂaccid paralysis) bis hin zu einer Enzephalitis (>60%) oder Meningitis
(ca. 40%) [62, 61]. Die Todesrate unter Patienten mit einer neurologischen
WNV-Erkrankung beträgt ca. 10%. Personen die eine Erkrankung überleben
zeigen meist langanhaltende oder auch persistente neurologische Folgeschäden
[60, 63]. Eine WNV-Transmission, die nicht über Mückenvektoren stattﬁndet,
tritt nur sehr selten, jedoch in einzelnen Fällen mit fatalen Folgen auf. So
gab es Fälle, in denen WNV während einer Schwangerschaft über die Plazenta
oder über die Muttermilch auf das Kind übertragen wurde [64]. Auch durch
Bluttransfusion und Organtransplantation wurden Patienten nachweislich mit
WNV inﬁziert [65, 66, 67].
Große Unterschiede treten in der Virulenz zwischen verschiedenen WNV-
Stämmen auf. Es wird angenommen, dass Stämme der Genotyp-Linie 1 ver-
antwortlich für multiple Erkrankungen und hohe Todesraten von Vögeln so-
wie Pferden und Menschen sind. WNV-Stämme der Linie 2 zeigen dagegen
nur eine geringe Pathogenität [13]. Jedoch wurden in Südafrika, wo die Li-
nie 2 endemisch ist, auch WNV-Isolate dieser Genotyplinie identiﬁziert, die
WNV-assoziierte schwere Erkrankungen bei Menschen und Pferden (2007-
2008: sieben bestätigte WNV-Infektionen inklusive fünf Todesfällen) hervor-
riefen [68, 69]. WNV-Isolate von acht Patienten aus den Jahren 1958 bis 2001
wurden durch phylogenetische Analysen der Linie 2 zugeordnet. Die Virulenz
der WNV-Stämme wird mit verschiedenen Mutationen im WNV-Genom in
Verbindung gebracht, so zum Beispiel im E-Protein, das für Rezeptorinter-
aktionen und Membranfusionen verantwortlich ist. Hier konnte eine Glykosy-
lierungsstelle mit der Aminosäuresequenz NYS an Position 154 bis 156 des
E-Proteins mit einer erhöhten WNV-Virulenz assoziiert werden [70]. Diese Se-
quenz wurde in mehreren WNV-Stämmen detektiert, darunter auch das hoch
pathogene Isolat aus Nordamerika (New York, Linie I) [71] sowie Stämme der
Linie 2 aus Südafrika [72]. Zudem ist ein einziger Aminosäureaustausch in der
viralen NS3-Helikase als Ursache für eine erhöhte Virulenz in Vögeln identi-
ﬁziert [73]. Diese Mutation konnte auch in einem humanen WNV-Isolat aus
Italien detektiert werden [16]. Deletionsmutationen im NS5-Protein führten zu
einer verhinderten Virusreplikation und können demzufolge auch die WNV-
Virulenz beeinﬂussen [74]. Damit wurde gezeigt, dass diverse Mutationen für
Unterschiede in der Virulenz verschiedener WNV-Stämme verantwortlich sein
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können. Insbesondere Veränderungen in den Nicht-Strukturproteinen, die für
die Virusreplikation und Proteinprozessierung zuständig sind, können dabei
ausschlaggebend sein [72].
1.5 WNV und das Immunsystem
Zur Kontrolle und Verhinderung der Ausbreitung einer WNV-Infektion und
zum Schutz vor einer WNV-Erkrankung im inﬁzierten Organismus spielen so-
wohl das angeborene als auch das adaptive Immunsystem eine wichtige Rolle.
1.5.1 Angeborenes Immunsystem
Wichtige Komponenten des angeborenen Immunsystems sind zelluläre Rezep-
toren (pathogen recognition receptors  PRRs), die spezielle molekulare Pa-
thogenmerkmale erkennen (pathogen-associated molecular patterns) wie z.B.
die Zellwandkomponente LPS von gramnegativen Bakterien oder andere er-
regerspeziﬁsche Zuckerreste. Diese Stimulation führt zur Aktivierung von Ef-
fektormolekülen, die dazu beitragen, eine weitere Ausbreitung der Pathogene
zu verhindern. PRRs, die z.B. doppelsträngige RNA-Intermediate (dsRNA)
von RNA-Viren erkennen, sind die Toll-Like-Rezeptoren TLR-3 und TLR-7
und die zytoplasmatischen Rezeptoren RIG-I (retionic accid-inducible gene
I ) und MDA-5 (melanoma-diﬀerentiation-associated gene 5 ). Es wurde ge-
zeigt, dass RIG-I und MDA-5 essentiell für antivirale Immunantworten gegen
WNV sind [75, 76], indem sie die Produktion von Interferonen (IFN) des Typ
I induzieren [77, 78, 75]. Infolge experimenteller WNV-Infektionen in Mäusen
wurde demonstriert, dass IFN-α/β eine wichtige Rolle in der frühen Kontrol-
le der WNV-Replikation und -Ausbreitung ins ZNS einnehmen [79]. Durch
eine schnelle Produktion der Typ 1-IFNs im Gehirn wurde eine Virusreplika-
tion deutlich eingeschränkt und ein Schutz der Tiere gegen eine letale WNV-
Infektion gewährleistet. Auch durch TLR-3 und TLR-7 wurde eine Kontrolle
und Protektion gegen WNV-Infektionen nachgewiesen [80, 81]. Das Komple-
mentsystem, bestehend aus Serumproteinen und Oberﬂächenrezeptoren, stellt
einen weiteren wichtigen Bereich des angeborenen Immunsystems dar. Neben
der direkten Bekämpfung eingedrungener Pathogene fungiert es als Verknüp-
fung zum adaptiven Immunsystem, indem es die Wirkung von B- und T-Zell-
11
Reaktionen steigert. Das Komplement kann über drei verschiedene Signalwege
agieren: den klassischen, den Lektin- sowie den alternativen Weg. Schlüssel-
komponente aller drei Komplementkaskaden ist das C3-Protein, das infolge
der Aktivierungsreaktionen gespalten wird und daraufhin verschiedene enzy-
matische Reaktionswege des Komplements auslöst. Diese enden in der Opsoni-
sierung von Pathogenen einschließlich ihrer Lyse oder Phagozytose sowie in der
Modulation adaptiver Immunantworten [82] [83]. Alle drei Komplementwege
tragen zum Schutz gegen eine WNV-Erkrankung bei, indem sie eine Neutrali-
sierung und Lyse der Viruspartikel hervorrufen und zudem humorale Immun-
reaktionen gegen WNV verstärken [84, 85]. WN-Virionen und WNV-inﬁzierte
Zellen können über Rezeptorinteraktionen von Natürlichen Killerzellen (NK-
Zellen) erkannt werden. Aktivierte NK-Zellen lösen eine Zytolyse der Virionen
und Zellen aus [86, 87]. Jedoch bewirkt das WNV auch eine erhöhte Expressi-
on von MHC Klasse I-Molekülen auf inﬁzierten Zellen, wodurch es wiederum
die NK-Zellaktivierung unterdrückt, somit einer frühen Eliminierung auswei-
chen und sich schnell replizieren kann. Dadurch kann das WNV schnell eine
sehr hohe Virämie aufbauen und auf neue blutsaugende Mücken übertragen
werden [86]. Das WNV hat zudem weitere Gegenmaßnahmen entwickelt, um
einer frühen Eliminierung zu entgehen. Dabei interferiert es speziell mit der
Produktion von Typ I-IFNs sowie IFN-induzierten Signalkaskaden. Beispiels-
weise wird infolge einer WNV-Infektion nur ein kleiner Teil der über 100 IFN
(Typ I)-stimulierten Gene transkribiert. Dies deutet darauf hin, dass WNV
die Möglichkeit besitzt, das Spektrum der induzierten Gene einzuengen und
zu kontrollieren, um eine antivirale Reaktion in den Wirtszellen zu limitieren
[77]. Auch verschiedene WNV-Proteine beeinﬂussen bzw. inhibieren IFN (Typ
I)-abhängige Immunreaktionen wie z.B. NS2A, NS4B und NS5 [88, 89, 90].
1.5.2 Adaptives Immunsystem
Ein funktionelles adaptives Immunsystem ist essentiell für den Schutz vor
Flavivirus-Infektionen, so auch vor WNV. Speziell humorale Immunantworten
in Form von neutralisierenden Antikörpern spielen dabei eine wichtige Rolle.
Aber auch T-Zell-vermittelte Immunreaktionen sind an der Virusabwehr im
Wirt beteiligt.
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1.5.2.1 Humorale Immunität
Neutralisierende Antikörper interferieren auf verschiedene Weise mit der In-
fektiosität von Flaviviren. Neben der Anhaftung der Viren an die Wirtszel-
loberﬂächen können auch die nachfolgende Fusion mit Zellmembranen und
die Internalisierung in die Zellen blockiert werden [91]. Infektionsstudien in
Wildtyp- und B-Zell-deﬁzienten Mäusen zeigten, dass speziell Immunglobuli-
ne vom Typ M (IgM) bedeutend für die frühe Kontrolle einer WNV-Infektion
sind. Ein hoher Anteil an neutralisierendem WNV-speziﬁschem IgM kann be-
reits vier Tage nach einer Infektion im Serum der Tiere nachgewiesen werden
[92]. Durch die Neutralisierung der Viruspartikel in der frühen Infektionsphase
wird die weitere WNV-Ausbreitung bis zum ZNS deutlich eingeschränkt, so
dass die Tiere gegen eine letale Infektion geschützt sind. Zudem gibt es Hin-
weise darauf, dass WNV-speziﬁsche IgMs weitere Immunreaktionen induzieren
wie die direkte Lyse bzw. Phagozytose der Viruspartikel durch Aktivierung des
Komplementsystems. Auch IgG-Reaktionen gegen WNV werden durch einen
frühen hohen IgM-Titer gefördert [92, 93]. WNV-speziﬁsche, neutralisierende
IgGs werden erst acht bis 15 Tage nach der Infektion detektiert, dann wenn
die frühe Infektionsphase beendet ist und sich das WNV aus den peripheren
Bereichen ins ZNS ausgebreitet hat [93, 94]. Folglich scheinen diese Antikör-
per die späte WNV-Infektion im ZNS zu kontrollieren, während der frühen
Infektionsphase allerdings keine bedeutende Rolle zu spielen. IgGs sind jedoch
essentiell für eine erfolgreiche Eliminierung von WNV und verantwortlich für
eine langanhaltende schützende Immunität gegen WNV [52]. Der Hauptteil
der neutralisierenden Antikörper wird gegen das WNV-E-Protein gebildet [76].
Insbesondere die hoch immunogene Domäne III induziert eine eﬀektive neu-
tralisierende Aktivität [46, 94]. Auch DI und DII werden durch, wenn auch we-
niger eﬃziente, neutralisierende Antikörper gebunden. Immunglobuline gegen
DI und DII nehmen im inﬁzierten Menschen sogar den größeren Teil der WNV-
E-speziﬁschen Antikörper ein, im Gegensatz zu DIII-IgGs [44, 95]. Auch gegen
das Pre-/Membran-Oberﬂächenprotein (prM/M) [96] und das Nichtstruktur-
protein NS1 von Flaviviren wurde eine Immunreaktion durch neutralisierende
Antikörper nachgewiesen. Das NS1-Protein kann in löslicher Form nach Se-
kretion von inﬁzierten Zellen sowie als zellassoziierte Form auf der Oberﬂäche
WNV-inﬁzierter Zellen vorliegen. NS1-Antikörper erkennen und interagieren
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mit WNV-inﬁzierten Zellen durch auf den Oberﬂächen exprimiertes NS1. Da-
mit wird eine verstärkte Eliminierung dieser Zellen durch phagozytierende Im-
munzellen eingeleitet, die in einem Schutz vor einer letalen WNV-Infektion
resultiert [97].
1.5.2.2 Zelluläre Immunität
Neben der humoralen Immunantwort sind auch zelluläre Reaktionen des adap-
tiven Immunsystems zum Schutz gegen WNV-Infektionen von Bedeutung.
CD8+-positive T-Zellen, auch als zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) be-
zeichnet, erkennen inﬁzierte Zellen und rufen die Eliminierung dieser Zellen
hervor. CTLs werden durch Epitope aktiviert, die über MHC-Klasse I-Moleküle
auf den Oberﬂächen inﬁzierter Zellen präsentiert werden. Durch Interaktion der
CTL-Oberﬂächenrezeptoren mit diesen Antigen-MHC I-Komplexen bewirken
die aktivierten CD8+-T-Zellen die Apoptose der inﬁzierten Wirtszellen durch
Ausschüttung der zytolytischen Enzyme Perforin und Granzym. Eine apoptoti-
sche Lyse der Zellen kann auch durch Interaktion des Fas-Oberﬂächenliganden
aktivierter CTLs mit dem Fas-Rezeptor auf den Zielzellen induziert werden.
Zudem produzieren aktivierte CTLs auch IFN-γ, welches wiederum Makropha-
gen zur Phagozytose der Erreger stimuliert [98]. Auch eine WNV-Infektion löst
die Proliferation antigen-speziﬁscher CD8+-T-Zellen, ihre zytolytische Aktivi-
tät sowie die Sekretion inﬂammatorischer Zytokine aus [99, 100, 101]. Verschie-
dene WNV-speziﬁsche Epitope können durch MHC I-Präsentation antigen-
speziﬁsche CTLs aktivieren und einen Schutz vor WNV ermöglichen [101, 100].
In Mäusen deﬁzient für CD8+-T-Zellen oder den MHC I-Komplex wurde nach
WNV-Infektion eine deutlich höhere Virämie und Viruslast im ZNS sowie eine
erhöhte Mortalitätsrate nachgewiesen [102]. Dass hier eine normale humorale
Immunreaktion durch IgM und IgG beobachtet wurde zeigt, dass neben einer
eﬀektiven Antikörperreaktion auch intakte zelluläre Immunantworten notwen-
dig sind, um eine WNV-Infektion, vorrangig im ZNS, eﬃzient kontrollieren und
eliminieren zu können. Auch CD4+-T-Zellen tragen zur antiviralen Immunität
gegen das WNV bei. CD4+-positive T-Zellen erkennen Pathogen-speziﬁsche
Antigene, die über den MHC Klasse II-Komplex auf den Oberﬂächen von Im-
munzellen präsentiert werden. Daraufhin können sie adaptive Immunantwor-
ten (B- und T-Zellreaktionen) verstärken. Zudem produzieren sie inﬂamma-
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torische und antivirale Zytokine [98] [103]. Mäuse, die keine CD4+-T-Zellen
oder MHC II-Komplexe produzieren können, zeigen eine höhere Anfälligkeit
für WNV. Hier wurde eine deutlich abgeschwächte humorale Immunreaktion,
vermittelt durch IgM und IgG, beobachtet, was zu einer erhöhten Viruslast im
Gehirn der Tiere führte. Auch eine CTL-vermittelte Immunantwort wird durch
CD4+-T-Zellen beeinﬂusst, speziell in einer späten WNV-Infektionsphase im
Gehirn. Eine Aktivität von CD8+-Lymphozyten in CD4+-negativen Tieren
war hier nach Re-Stimulation deutlich reduziert. Diese Fakten deuten darauf
hin, dass CD4+-T-Zellen im Laufe einer WNV-Infektion für die Verstärkung
Antiköper-induzierter Immunantworten wie auch die Aufrechterhaltung von
CTL-Reaktionen im ZNS verantwortlich sind [103].
1.6 WNV-Diagnostik
Die Diagnose von WNV-Infektionen bei Mensch und Tier erfolgt vorrangig
über die serologische Detektion WNV-speziﬁscher Antikörper im Serum. Aller-
dings sollte eine WNV-Diagnose zunächst kritisch betrachtet werden, da häu-
ﬁg auch falsch-positive Ergebnisse durch Kreuzreaktionen mit eng verwandten
Flaviviren auftreten können [104, 105]. Diese Ergebnisse sollten daher durch
mindestens einen weiteren Diagnosetest bestätigt und parallel mit anderen Fla-
viviren abgeglichen werden [52]. Bei serologischen Nachweisen verwendet man
WNV-neutralisierende Antikörper, die mittels eines Plaque-Neutralisationstests
(plaque reduction neutralisation test) detektiert werden können. Auch über Im-
munﬂuoreszenztests (IFT) [106] oder enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) werden WNV-Antikörper nachgewiesen. Verschiedene IgM- und IgG-
ELISA sind verfügbar, um eine WNV-Infektion in Cerebrospinalﬂüssigkeiten
bzw. Serumproben erkrankter Organismen zu detektieren. Ein MAC-ELISA
(IgM antibody-capture ELISA) erlaubt die frühe Diagnose einer akuten WNV-
Infektion [52], da IgMs in einer relativ frühen Infektionsphase (innerhalb von
vier Tagen) gebildet werden. Jedoch konnte in Seren von Patienten mit ei-
ner WNV-Enzephalitis speziﬁsches IgM auch noch mehr als ein Jahr nach
der Erkrankung nachgewiesen werden [107, 56]. Derzeit sind mehrere IgM-
und IgG-ELISA bzw. IFTs zur Diagnose von WNV in Menschen und Tieren
kommerziell erhältlich (z.B. von den Herstellern Panbio, Focus Diagnostics,
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BDSL). WN-Viren können durch Detektion viraler RNA auch direkt diagnos-
tiziert werden. Dies erfolgt durch Methoden wie die reverse Transkriptase-
PCR, real time-PCR oder NASBA (nucleic acid sequence based ampliﬁcation)
[108, 52, 109]. Virale RNA kann in verschiedenen Proben wie Blut, Cerebro-
spinalﬂüssigkeit und Geweben nachgewiesen werden. Diese Diagnosetests sind
auf eine frühe Infektionsphase beschränkt, in welcher ausreichende Mengen
der Virus-RNA in den Probenmaterialien vorhanden sind [108]. Eine Virämie
ist in den meisten Säugetieren nur in den ersten Tagen einer WNV-Infektion
ausreichend für eine solche Nachweismethode. In dieser Zeit sind allerdings
meist noch keine klinischen Symptome erkennbar, so dass eine Virusdetektion
in dieser Phase meist nicht vorgenommen wird [52]. Nach dem Ausbruch einer
neurologischen Erkrankung ist eine Viruslast im Blut meist zu niedrig oder
gar nicht mehr vorhanden, um aus diesen Proben WNV nachzuweisen bzw.
isolieren zu können [110]. Neben dem serologischen Nachweis werden die PCR-
basierten Diagnosemethoden auch für epidemiologische Studien und WNV-
Überwachungsprogramme verwendet, indem virale RNA in Mücken sowie in
Blutproben, aber auch in oralen und kloakalen Tupferproben von Pferden bzw.
Vögeln nachgewiesen wird [52, 56]. Eine WNV-Isolation kann über Vermeh-
rung der Viren in der Zellkultur [58] oder durch Infektion von drei bis vier
Tage alten Mäusen (suckling mice) [111] erfolgen.
1.7 WNV-Impfstoﬀe
Für die Veterinärmedizin sind bereits verschiedene Impfstoﬀe gegen WNV zu-
gelassen. Eine Impfung für den Menschen gibt es dagegen nicht. Der von Fort
Dodge (Princeton, USA) entwickelte Formalin-inaktivierte WNV-Impfstoﬀ
wurde erfolgreich bei Pferden angewendet. Sie wurden mit zwei Dosen des
Impfstoﬀs immunisiert und nach 12 Monaten waren 94% der Tiere gegen ei-
ne WNV-Infektion geschützt [112]. Nachteil dieses Impfstoﬀs: nach mindes-
tens zwei initialen Immunisierungen sind häuﬁge Auﬀrischungen notwendig,
um einen eﬀektiven Schutz der Tiere zu gewährleisten [113]. Ein ähnlicher
Totimpfstoﬀ wurde auch bei Gänsen in Israel angewendet. Infolge eines WNV-
Challenges wurde hier unter den immunisierten Tieren eine Überlebensrate
von ca. 90% bestimmt [114]. Ein abgeschwächter Lebendimpfstoﬀ gegen WNV
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ist in Form eines chimärischen WNV/YFV-Konstruktes verfügbar. Die Gen-
sequenzen der beiden WNV-Oberﬂächenproteine E und prM wurden in das
RNA-Genom des attenuierten Gelbﬁebervirus (YFV)-Impfstamms 17D inte-
griert. Somit können sie auf der Oberﬂäche des abgeschwächten Chimäre-Virus
dem Immunsystem des Wirtes präsentiert werden [115]. Diese Vakzine wurde
für den Einsatz in Pferden lizensiert und beﬁndet sich in der klinischen Phase
1 für die Anwendung beim Menschen. Ein weiterer kommerzialisierter WNV-
Impfstoﬀ ist ein rekombinantes Vakzin, welches auf dem Kanarienpockenvirus
(Canarypox Virus) basiert. Auch hier wurden die beiden WNV-Proteine E und
prM in den Canarypox-Vektor integriert [116]. Canarypox-Vektoren können
nicht vollständig in Säugetierzellen replizieren [117], doch sie erlauben die Ex-
pression der integrierten Genprodukte. Der WNV-Canarypox-Impfstoﬀ wurde
bei Pferden getestet und führte zur Bildung neutralisierender Antiköper und
einer zellulären Immunität in den Tieren [118]. Auch ein Schutz der immuni-
sierten Pferde vor einer WNV-Infektion wurde bestätigt [116], der aber auch
durch jährliche Auﬀrischungen mit diesem Impfstoﬀ aufrechterhalten werden
muss [52]. Zur Impfung von Pferden gegen eine WNV-Infektion wurde in den
USA eine DNA-Vakzine (s. Seite 17, Abschnitt 1.8) zugelassen. In ein eukaryo-
tisches Expressions-DNA-Plasmid wurden die Gensequenzen der WNV E- und
prM-Glykoproteine eingefügt. Die Transfektion dieses DNA-Vektors in Wirts-
zellen führte zur Bildung und Sekretion Virus-ähnlicher Partikel (VLP = virus-
like particle), zusammengesetzt aus E und prM. Immunisierte Pferde zeigten
eine WNV-speziﬁsche zelluläre und humorale Immunität und waren gegen eine
WNV-Infektion geschützt [119]. Doch sind ein langanhaltender oder dauerhaf-
ter Schutz auch hier nicht geklärt und jährliche Immunisierungen ratsam. Ver-
schiedene Impfstrategien werden gegenwärtig zur Entwicklung eines eﬀektiven
WNV-Impfstoﬀs für die Veterinär- und Humanmedizin ausgetestet. Dazu gehö-
ren Lebendimpfstoﬀe, rekombinante Vakzine und DNA-Impfstoﬀe. Attenuierte
Lebendimpfstoﬀe stellen in diesem Fall z.B. WN-Virionen dar, die durch Mu-
tationen oder Deletionen im viralen C-Strukturprotein zwar nach Injektion in
Wirtszellen eintreten, sich aber nicht vollständig replizieren und zu neuen infek-
tiösen Viruspartikeln zusammensetzen können [120, 121, 122]. Rekombinante
Proteinimpfstoﬀe wie die Ektodomäne und Domäne III des WNV E-Proteins
haben eine protektive Wirkung im Nagetiermodell gezeigt [123, 124, 125, 126].
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Die rekombinanten WNV-Proteine wurden bakteriell in E. coli oder in Insek-
tenzellen exprimiert. Durch posttranslationale Modiﬁkationen wie die Glykosy-
lierung der rekombinanten Proteine in Insektenzellen [127] wird angenommen,
dass diese Antigene ähnlich zum natürlichen Antigen in den WN-Virionen mo-
diﬁziert sind und demzufolge eine verbesserte Immunantwort auslösen können.
Rekombinantes WNV-E-Protein aus Insektenzellen rief eine starke humorale
Immunantwort und Schutz gegen eine WNV-Infektion in nicht-humanen Pri-
maten (Rhesusaﬀen = Macaca mulatta) hervor [128]. Demzufolge könnte dies
auch eine potentielle Impfstrategie für den Menschen darstellen.
1.8 DNA-Impfung
Ein DNA-Impfstoﬀ umschreibt eine synthetische Plasmid-DNA (pDNA), in
die gezielt Gensequenzen von immunogenen Komponenten eines gewünschten
Pathogens integriert werden. Diese DNA-Vektoren werden anschließend in den
zu impfenden Organismus injiziert. Die entsprechenden Transgene stehen unter
der Transkriptionskontrolle eines eukaryotischen Promotors, was die Expressi-
on der eingefügten Antigene durch den zellulären Transkriptions- und Trans-
lationsapparat im Wirt gewährleistet. Anfang der 90-er Jahre wurde in meh-
reren Arbeiten ein erfolgreicher gezielter Transport von Transgenen in einen
Wirtsorganismus beschrieben und die Aktivierung von Immunantworten auf
die exprimierten Antigene nachgewiesen [129, 130, 131]. Aufgrund dieser Er-
gebnisse nahm das Interesse an der DNA-Immunisierung in den nachfolgen-
den Jahren stetig zu. DNA-Vakzine besitzen im Vergleich zu herkömmlichen
Impfstoﬀen (z.B. attenuierten Lebendimpfstoﬀen) verschiedene Vorteile. Der
Einsatz von Lebendimpfstoﬀen ist für immunsupprimierte Patienten, ältere
Personen, Kinder oder Schwangere oft nicht geeignet, da das Risiko einer Re-
aktivierung der Infektiosität der geschwächten Erreger nicht vollkommen aus-
geschlossen werden kann. Dies wird bei DNA-Vakzinen vermieden, da hier nur
einzelne Komponenten der Erreger eingeführt und exprimiert werden, die allein
nicht infektiös sind. Somit können unerwünschte Nebenwirkungen weitgehend
ausgeschlossen werden. Des Weiteren ist die Herstellung der DNA-Moleküle
verhältnismäßig einfach und durch Austausch der pathogenen Gensequenzen
können sie schnell auf einen neuen Erreger adaptiert werden. Sie können zu-
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dem sehr kostengünstig gelagert und transportiert werden, da eine perma-
nente Kühlung nicht notwendig ist. Bedeutende Vorteile von DNA-Impfstoﬀen
sind schließlich die gleichzeitige Induktion humoraler und zellulärer Immunant-
worten und die Induktion eines immunologischen Gedächtnisses [132, 133].
Primär stimulieren konventionelle Impfstoﬀe eﬃzient die Induktion humora-
ler Immunantworten. Eine zelluläre Immunität wird dagegen nur durch atte-
nuierte Lebendimpfstoﬀe erzielt [133]. Die gleichzeitige Aktivierung zellulärer
und humoraler Immunreaktionen durch DNA-Impfstoﬀe [134] beschreibt einen
neuen Weg der Impftherapie und ermöglicht eine gezieltere Abwehr verschie-
denster Erreger. DNA-Vektoren werden meist intramuskulär, subkutan oder
intradermal injiziert [134] (Abb. 1.5). Daraufhin erfolgt die direkte Synthese
der gewünschten Antigene in Muskel-, Haut- oder direkt in Immunzellen (z.B.
dendritische Zellen) des Wirts, die als Antigen-präsentierende Zellen (APCs)
fungieren. Die Transfektion der DNA-Vakzine spiegelt im Grunde eine natür-
liche Infektion des entsprechenden Pathogens wider, die in der Prozessierung
und Präsentation der Antigenpeptide über MHC I-Moleküle auf den Oberﬂä-
chen der Zellen resultiert. Diese Antigene können einerseits durch Immunzel-
len mit entsprechenden Rezeptoren wie zytotoxische CD8+-T-Zellen erkannt
werden und eine zelluläre Reaktion auslösen. Andererseits können freigesetzte
Antigene auch über MHC II-Komplexe von APCs präsentiert werden und eine
humorale Immunantwort induzieren. Die DNA-Impfung wird gegenwärtig ge-
gen eine Vielzahl von Pathogenen ausgetestet - von Bakterien über Parasiten
bis hin zu verschiedenen Viren. Aber auch in der Onkologie wird diese Tech-
nik als vielversprechende potentielle Impfstrategie angesehen. Bisher sind aber
nur drei DNA-Impfstoﬀe für eine Immuntherapie lizenziert, nämlich der bereits
erwähnte DNA-Impfstoﬀ gegen WNV für Pferde, ein DNA-Vektor für Hunde
gegen das maligne Melanom sowie eine DNA-Vakzine für lachsartige Fische
gegen eine Infektiöse Hämatopoetische Nekrose [135]. DNA-Impfstoﬀe weisen
allerdings im Gegensatz zu konventionellen Impfstoﬀen meist eine sehr geringe
Immunogenität auf, weshalb sie bisher nur vereinzelt zugelassen sind. Diese
wird speziell in klinischen Phasen aufgedeckt [136], da hier im Vergleich zu
vorklinischen Studien Immunreaktionen deutlich schwächer als erwartet aus-
fallen. Meist müssen große Mengen an DNA-Impfstoﬀ eingesetzt werden, um
ausreichend Zellen zu transﬁzieren, damit die Antigene eine eﬃziente Induktion
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von Immunreaktionen auslösen können. Zudem ist bekannt, dass die exogenen
DNA-Moleküle eine Reihe von zellulären Widerständen überwinden müssen,
bis sie den Zellkern erreichen und eine eﬀektive Antigensynthese starten kann
[137]. Daher werden bei der Entwicklung von DNA-Impfstoﬀen zahlreiche Op-
timierungsstrategien ausgetestet, um eine bestmögliche Antigenexpression zu
erreichen und einen langanhaltenden Schutz der geimpften Organismen zu ge-
währleisten.
Abbildung 1.5: Prinzip der DNA-Impfung zur Induktion von zellulären und humoralen Immunant-
worten. Modiﬁziert nach Kutzler und Weiner [134].
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1.8.1 Optimierungsstrategien zur Steigerung der Immu-
nogenität von DNA-Impfstoﬀkandidaten
Verschiedene Optimierungsstrategien beschreiben neben einer verbesserten An-
tigenexpression, hervorgerufen durch Modiﬁkationen am DNA-Vektor, auch die
Zugabe von immunstimulierender Adjuvanzien [134, 136]. Ein Beispiel dafür
ist die Expression eines Antigens, konjugiert mit einem Adjuvans, in diesem
Fall P28, von einem DNA-Vektor [138, 139]. P28 ist ein Derivat des C3d-
Proteins aus dem Komplementsystem. Durch die Co-Immunisierung wurde
die Immunogenität des fusionierten Antigens im Vergleich zur Impfung oh-
ne P28 deutlich gesteigert. In anderen Arbeiten wurde das Zytokin Interleu-
kin 15 (IL-15) erfolgreich als Adjuvans eingesetzt [140]. Die Co-Expression
von IL-15 löste eine verstärkte Antigen-speziﬁsche CD8+-T-Zellreaktion aus,
nachdem es über einen zweiten Vektor in die Zellen eingebracht wurde [141].
Ramanathan und seine Kollegen [142] beschrieben nach Impfung eines DNA-
Vakzinkandidaten eine erhöhte humorale Immunität, hervorgerufen durch Co-
Immunisierung einer IL-15-kodierenden Plasmid-DNA. Auch eine gezielte Op-
timierung der DNA-Vektoren selbst kann zu einer verbesserten Antigenex-
pression und einer gesteigerten Immunogenität führen. Ein Beispiel dafür ist
die Codon-Optimierung der pathogenen Gensequenzen. Codons, die in der
Wildtyp-Sequenz vorliegen, können oft vom Translationsapparat der Wirtszel-
len nicht korrekt oder nur mangelhaft übersetzt werden. Diese werden gegen
Säugetier-speziﬁsche Codons ausgetauscht, was zu einer eﬃzienteren Antigen-
synthese führt [136, 143, 144].
Damit ein pathogenes Transgen ausreichend in den Zellen des geimpften
Wirtsorganismus exprimiert wird, müssen die synthetischen pDNA-Moleküle
eﬃzient in den Zellkern der Wirtszellen transferiert werden. Um dies zu gewähr-
leisten, müssen zunächst zahlreiche zelluläre Barrieren überwunden werden.
Nach einer schnellen zellulären Aufnahme der pDNA aus dem extrazellulären
Raum muss diese vor dem Einschluss in endolysosomale Kompartimente und
vor der Degradation durch zytoplasmatische Nukleasen geschützt werden, ge-
folgt von einem Transfer in den Nukleus über die hoch selektive Zellkernmem-
bran [145]. Zahlreiche Optimierungsstrategien zur Verbesserung des Transgen-
transfers in die Zellen, die dann in einer verbesserten Antigenexpression und
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Wirksamkeit von potentiellen DNA-Impfstoﬀen resultieren, wurden daher in
den letzten Jahren ausgetestet [134]. Dazu gehören beispielsweise die Elektro-
poration, Gen Gun oder die Komplexierung der pDNA mit synthetischen
kationischen Polymeren oder auch Lipiden [146].
1.8.1.1 In vivo-Elektroporation
Die in vivo-Elektroporation wurde in den letzten Jahren zunehmend als mög-
liche Technik für DNA-Impfungen getestet. Das Prinzip ist vergleichbar mit
der etablierten in vitro-Elektroporation, allerdings werden hier schwache elek-
trische Pulse direkt am lebenden Organismus appliziert. Nach Injektion der
DNA werden mit einer kleinen Elektrode einige Stromimpulse an der Injek-
tionsstelle angelegt, was zu einer kurzzeitigen Permeabilisierung der umlie-
genden Zellmembranen führt. Auf diese Weise können die extrazellulären, ne-
gativ geladenen pDNA-Moleküle entlang dem elektrischen Feld in die Zellen
gelangen [147] und die Antigensynthese auslösen. Die Applikationsmethode der
DNA-Lösungen kann dabei variieren. Vorrangig wird die DNA in die Muskeln
oder in bzw. unter die Haut injiziert; die DNA-Elektroporation wurde aber
auch schon in andere Organe erfolgreich appliziert, wie z.B. in das Gehirn,
das Auge, die Leber, das Rückenmark sowie in Tumore [147]. Diese Impf-
technik zeigte bereits vielversprechende Erfolge in verschiedenen Tiermodellen
vom Nagetier bis hin zum Schwein, Pferd, Schaf und Rind, ebenso in nicht-
humanen Primaten (Rhesusaﬀen) [148, 149, 150, 151, 152, 153, 154]. Im Ver-
gleich zur Injektion von pDNA ohne eine anschließende Elektroporation ver-
besserten die schwachen Stromimpulse deutlich die Immunogenität der einge-
führten DNA-Impfstoﬀkandidaten. Neben einer erhöhten T-Zell-vermittelten
Immunität wurden auch gesteigerte humorale Immunantworten [155, 156] so-
wie ein Schutz der geimpften Tiere gegen das entsprechende Pathogen be-
obachtet [157]. Gegenwärtig wird beispielsweise die Sicherheit und Immuno-
genität eines DNA-Impfstoﬀkandidaten gegen HIV, appliziert durch in vivo-
Elektroporation, in der klinischen Phase 1 geprüft [158].
1.8.1.2 DNA-Nanopartikel
DNA-Moleküle besitzen aufgrund ihrer Phosphatgruppen eine negative La-
dung, welche infolge der Komplexierung durch kationische Polymere oder Li-
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pide abgedeckt wird. Dies erleichtert die Endozytose positiv geladener DNA-
Nanopartikel über die Phospholipid-Membranen der Zellen [145]. Verschiedene
solcher kationischen Polymere wurden bereits in zahlreichen Studien zur Trans-
fektion von pDNA angewendet, wie z.B. Chitosan [159, 160], Poly-L-Lysin
[161, 162] oder auch Polyethylenimin [163].
1.8.1.2.1 Polyethylenimin
Polyethylenimin (PEI) ist ein Makromolekül, das aufgrund einer sehr hohen
Dichte an protonierbaren Aminogruppen eine stark positive Oberﬂächenladung
besitzt [164]. Dadurch weist es eine Puﬀerkapazität bei nahezu jedem pH-Wert
auf. Negativ geladene Nukleinsäuren können über elektrostatische Anziehungs-
kräfte gut durch PEI gebunden und komplexiert werden [165]. Nach endozyto-
tischer Aufnahme der DNA-Nanopartikel liegen sie zunächst eingeschlossen in
den Endosomen vor. Ihre Freisetzung ins Zytoplasma wird vermutlich durch
die Puﬀerkapazität des PEI hervorgerufen, den sogenannten proton sponge-
Eﬀekt. Trotz der endosomalen Ansäuerung durch H+-Eintritt bleibt der pH in
einem physiologischen Bereich, wodurch die DNA vor lysosomaler Degradati-
on geschützt ist. Um eine Ladungsneutralität in den Endosomen aufrechtzu-
erhalten, kommt es zu einer zusätzlichen Diﬀusion von Chlorid-Ionen in das
Endosomeninnere. Dies führt zum Anstieg des osmotischen Drucks, die Endo-
somen schwellen an und die Membranen werden zerstört, wodurch die DNA-
Partikel ins Zytoplasma gelangen [166, 167] und zum Zellkern transportiert
werden [168, 165]. Optimale Transfektionsraten werden mit einer hohen Kon-
zentration an PEI erreicht, was jedoch mit einer zunehmenden Zytotoxizität
des Polymers [164] korreliert und somit die Einsatzmöglichkeiten von PEI zur
Optimierung von DNA-Impfungen beschränkt [169, 170].
1.8.1.2.2 DNA-Komplexierung durch Histone
Auch andere Substanzen wie positiv geladene DNA-bindende Proteine kön-
nen zur Komplexierung von DNA eingesetzt werden. Histone sind evolutionär
hoch konservierte, basische Proteine und für die Kondensation von genomi-
scher DNA im Zellkern verantwortlich. In der Zelle liegen fünf Histonarten
vor. H2A, H2B, H3, und H4 binden als Oktamer die DNA und bilden die
Nukleosomen, die durch H1 nochmals zu einer dichten Faser verpackt werden
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[171]. Die Synthese von Histonproteinen erfolgt entsprechend dem natürlichen
Transkriptions- und Translationsprozess im Zytoplasma der Zellen. Damit sie
anschließend in den Zellkern, ihrem natürlichen Wirkungsort, gelangen, besit-
zen Histone sogenannte Nukleus-Lokalisierungssequenzen (NLS). Über diese
Signalsequenzen werden die Proteine nach Rezeptorbindung an der Zellkern-
membran aktiv in den Nukleus transportiert [171]. Durch ihre Fähigkeit DNA
zu binden und zu verpacken, wurden Histone auch für den nicht-viralen Gen-
transfer interessant. Ziel ist es, den Umfang der DNA-Molekülgröße weitge-
hend zu verkleinern, um so die zelluläre Aufnahme wie auch den Transport in
den Nukleus mit Unterstützung der NLS der Histone zu erleichtern. Die Ver-
wendung von Histonen als Transportsystem von exogener DNA führte zu einer
Verbesserung der Transfektionseﬃzienz [172]. So resultierte die Komplexierung
von pDNA durch rekombinantes humanes H1-Protein bzw. H1-Fragmente in
einer erhöhten Transfektionsrate in verschiedenen in vitro-Studien [173, 174].
Durch die pDNA-Verpackung wurde zudem ein Schutz der Vektoren gegen
einen DNase I-Verdau im Vergleich zu unverpackten nackten DNA-Molekülen
nachgewiesen [173]. Es ist anzunehmen, dass die Plasmid-DNA auch intra-
zellulär vor zytoplasmatischen Nukleasen geschützt wird und somit deutlich
mehr der DNA-Moleküle den Zellkern erreichen, was wiederum in einer ver-
besserten Transfektionsrate resultiert. Des Weiteren wurden zytotoxische Ne-
beneﬀekte, wie sie bei konventionellen Transfektionsreagenzien oft auftreten,
durch Transfektion der pDNA-Histon-Komplexe vermindert [174]. Mittels re-
kombinanten H2A-Peptiden und optimiertem H2B-Protein wurde eine erhöhte
pDNA-Translokation in die Nuklei verschiedener Zelltypen erreicht [175, 176].
Andere nutzten aus Gewebezellen extrahierte Histonproteine für den Transport
von pDNA. Aufgereinigtes H1-Protein aus dem Thymus von Kälbern führte
zu einem Calcium-abhängigen Transfektionseﬀekt [177, 178], ebenso wie H1,
isoliert aus Erythrozyten von Hühnern [179]. Demzufolge stellt das Histon-
vermittelte Transportsystem auch eine potentielle Möglichkeit für einen ver-
besserten Zell- und Nukleustransfer von pDNA in vivo dar. Da diese Proteine
in allen eukaryotischen Zellen vorzuﬁnden sind, könnten zytotoxische Neben-
eﬀekte weitgehend vermieden werden.
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1.9 Funktion und Regulation von zellulären micro-
RNAs infolge einer Infektion
Neben der DNA-Impfstoﬀentwicklung gegen WNV, wird in einem weiteren
Teil dieser Arbeit der Einﬂuss des Virus auf die Expression zellulärer micro-
RNAs (miRNA) inWirtszellen näher betrachtet. MiRNAs sind endogene RNA-
Moleküle, die zur Gruppe der nicht-proteinkodierenden RNAs gehören. Sie sind
hoch konserviert und in einer Vielzahl eukaryotischer Spezies - von Würmern,
Fliegen, Pﬂanzen bis hin zu Säugetieren - zu ﬁnden [180]. MiRNAs fungieren
als negative Genregulatoren, indem sie gezielt die Expression von zahlreichen
Genprodukten auf posttranskriptionaler Ebene unterdrücken. Somit sind sie an
der Regulation von speziﬁschen Entwicklungs- und Diﬀerenzierungsprozessen,
wie auch immunregulatorischen Prozessen beteiligt [181]. Infolge ihrer zellu-
lären Prozessierung, ausgehend von einem RNA-Polymerase II-synthetisierten
Primärtranskript (pri-miRNA), besitzen reife miRNAs eine Länge von 20 bis
22 Nukleotiden. Die pri-miRNA wird im Laufe des Reifungsprozesses im Kern
enzymatisch durch Drosha (RNAse III-Enzym) zu einer Vorläufer pre-miRNA
gespalten. Diese wird ins Zytoplasma transportiert und dort mittels eines wei-
teren RNAse III-Enzyms (Dicer) zu einem doppelsträngigen miRNA-Molekül
prozessiert. Der guide-Strang der reifen, einzelsträngigen miRNA wird in
den RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex ), bestehend aus mehre-
ren Ribonukleoproteinen, aufgenommen und leitet diesen zur komplementären
mRNA. Die miRNA bindet primär im 3`-UTR-Bereich (untranslated region)
des Ziel-Transkripts, worauf dessen Translation auf zwei Weisen gehemmt wer-
den kann. Ist die Nukleotidsequenz der mRNA vollständig komplementär zur
miRNA, so wird sie mittels des Argonaut-Proteins, einer Untereinheit des
RISC-Komplexes, gespalten. Sind die beiden RNA-Stränge nur teilweise kom-
plementär zueinander, so wird das Ziel-Transkript nicht gespalten, aber die
Translation gehemmt und die Expression des kodierten Genproduktes verhin-
dert [182, 183, 184]. Durch die unvollständige Basenpaarung der miRNA ist es
möglich, dass eine miRNA viele verschiedene Zielgene reguliert und damit in
zahlreiche biologische Zellprozesse eingreifen kann. Zudem steht die Expression
eines Gens bzw. des Genproduktes auch unter der Kontrolle von zahlreichen
miRNA-Spezies [185]. Das Expressionsmuster von miRNAs innerhalb einer
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Zelle oder eines Gewebes ist abhängig vom gegenwärtigen Diﬀerenzierungssta-
tus und kann sich während verschiedener biologischer Prozesse ändern. Zudem
beeinﬂussen verschiedene Stressfaktoren das miRNA-Proﬁl, wie z.B. zellulärer
oxidativer Stress, Umwelteinﬂüsse, aber auch entzündungs- oder krankheits-
induzierter Stress, hervorgerufen z.B. durch Karzinogenese oder Infektionen
[186]. Auch innerhalb des Immunsystems spielen miRNAs eine wichtige Rolle
[181]. Sie sind an den Reifungsprozessen von B- und T-Zellen sowie deren Diﬀe-
renzierung und Aktivierung beteiligt. Verschiedene miRNAs (z.B. miR-17-92,
miR-181 oder auch miR-150) sind nachweislich in die Regulation der Diﬀeren-
zierung und Reifung von B-Zellen involviert [187, 188, 189] und beeinﬂussen
demzufolge auch eine optimale Antikörper-Reaktion. Beispielsweise regulieren
miR-181, miR-101 oder miR-155 die T-Zell-Entwicklung und deren Funktio-
nalität [190, 191, 192]. Dasselbe gilt für das angeborene Immunsystem. Auch
hier regulieren und kontrollieren miRNA-Spezies verschiedene Reifungs- und
Aktivierungsprozesse von Immunzellen (miR-155) oder auch Entzündungsre-
aktionen (miR-223) [191, 193]. Eine erhöhte Expression von miR-155 wird nach
Interaktion von Toll-Like-Rezeptoren (TLR) mit Pathogen-assoziierten, mole-
kularen Motiven infolge einer Infektion beobachtet. Auch durch immunregu-
latorische Zytokine kann die Synthese dieser miRNA-Spezies in Makrophagen
induziert werden [194]. Die miR-146-Familie gehört zu den negativen Regula-
toren der TLR-Signalketten in monozytischen Zellen und ihre Expression wird
infolge einer mikrobiellen Infektion oder durch pro-inﬂammatorische Zytokine
(IL-1; TNF- α) stimuliert [195, 196]. Somit kann sich das Expressionsproﬁl
zellulärer und speziell immunregulatorischer miRNAs infolge einer Infektion
drastisch ändern. Eine Infektion mit dem humanen Cytomegalovirus (HCMV)
oder dem Epstein-Barr Virus löst eine deutliche Verschiebung des Expressi-
onsmusters zellulärer miRNAs aus [185, 197, 198], ebenso HIV [199]. Ob auch
WNV eine Änderung der Expression zellulärer miRNAs bewirken kann, soll
in dieser Arbeit ebenfalls untersucht werden. Durch die Analyse von miRNA-
Proﬁlen infolge einer Infektion und im Vergleich zu nicht inﬁzierten Zellen
können neuartige Erkenntnisse über die Infektionsmechanismen und Pathoge-
nität des Erregers gewonnen werden. Die Betrachtung immunregulatorischer
miRNAs kann dabei neue Aufschlüsse über intrazelluläre Mechanismen der
Pathogen-speziﬁschen Immunreaktion geben. Auch die Identiﬁzierung speziel-
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ler zellulärer miRNAs als molekulare Marker könnte hilfreich für eine schnelle
und frühzeitige Diagnose einer Infektion, wie z.B. des West-Nil-Virus, sein.
1.10 Ziele der Arbeit
Der Schwerpunkt dieser Doktorarbeit lag in der Entwicklung eines eﬃzienten
und biologisch sicheren DNA-Impfstoﬀkandidaten gegen das West-Nil-Virus.
Ziel war es, infolge der DNA-Immunisierung starke zelluläre und humorale
Immunantworten zu induzieren und nachweislich einen wirksamen Schutz ge-
gen eine WNV-Infektion zu bieten. Die Eﬀektivität des potentiellen DNA-
Impfstoﬀs sollte mit einer rekombinanten Proteinimmunisierung verglichen
werden. Hierfür wurde die immunogene Domäne III (DIII) des WNV E-Proteins
in Bakterien exprimiert. Auch eine heterologe prime-boost-Impfstrategie sollte
in dieser Studie getestet werden. Die Grundimmunisierung der Tiere erfolgte
hierbei mit dem DNA-Impfstoﬀ, gefolgt von ein oder zwei Boosts des rekom-
binanten DIII-Proteins.
DNA-Impfstoﬀe zeigen meist nur eine sehr geringe Immunogenität, was
ihren gegenwärtigen Einsatz limitiert. Deshalb konzentrierte sich der zweite
Projektteil dieser Arbeit auf die Optimierung des nicht-viralen Gentransfers.
Ziel war es, DNA-Partikel zu entwickeln, die verstärkt von Zellen aufgenommen
werden und eine verbesserte Proteinexpression auslösen. Zur Komplexierung
der Plasmid-DNA wurden natürliche Histonextrakte getestet, auch in Kombi-
nation mit Polyethylenimin. Die Transfektionseﬃzienz der DNA-Partikel wur-
de in in vitro-Experimenten analysiert. Auch der Einsatz dieser Komplexe als
DNA-Immunisierungstechnik in vivo wurde untersucht.
In einem weiteren Teil der Doktorarbeit wurde der Einﬂuss des WNV auf das
Expressionsproﬁl zellulärer miRNAs in humanen Wirtszellen untersucht. Mit
Hilfe von Microarray-Analysen sollten miRNA-Spezies identiﬁziert werden, die
als diagnostische Biomarker für eine frühe WNV-Infektion in Frage kommen
könnten. Durch die gewonnenen miRNA-Expressionsproﬁle könnten auch neue
Erkenntnisse über die Biologie und Pathogenität des Virus erlangt werden,
die speziell für die Entwicklung von eﬃzienten Therapien gegen WNV einen
Fortschritt bringen würden.
Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Spezielle Geräte
Durchﬂusszytometer (Cytomics FC500) BeckmanCoulter; Krefeld
Elektroporationsgerät Clinivet IGEA; Modena, Italien
ELISPot Reader Aid Diagnostika; Straßberg
Fluoreszenzmikroskop (DMI4000) LEICA; Heidelberg
Labomatic HD-3000, HPLC Labomatic Instruments; Allschwil,
Schweiz
Microplate Reader (Inﬁnite M200) Tecan; Crailsheim
NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 PEQLAB Biotechnologie; Erlangen
Ultraschall-Homogenisator (HD2070) BANDELIN electronic; Berlin
Ultrazentrifuge Sorvall Discovery 100 Thermo Scientiﬁc; Nidderau
Zetasizer ZS Malvern, UK
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Soweit nicht anders aufgeführt, wurden Zellkultur- und Plastikmaterialien von
den Firmen Bio-Rad (München), Eppendorf (Wesseling-Berzdorf), Greiner
Bio-One (Frickenhausen) und VWR International (Darmstadt) bezogen. Mi-
krotiterplatten für ELISpot-Analysen wurden bei Millipore (Mutiscreen HTS
IP, MSIPS4510; Schwalbach) erworben. Die Dialysiermembran T1 (MWCO
4000-6000) kam von der Firma Roth (Karlsruhe).
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2.1.3 Chemikalien und Reagenzien
Im Allgemeinen wurden Chemikalien und Reagenzien, sofern nicht anders er-
wähnt, von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und
Merck (Darmstadt) bezogen und in der höchst erhältlichen Reinheitsstufe
verwendet. Histonextrakte aus Hühnererythrozyten kamen von Meridian Life
Science (USA), Histonextrakte isoliert aus dem Thymus von Kälbern von Ro-
che Diagnostics (Mannheim).
2.1.4 Medien und Zusätze für die Zellkultur
Alle Medien und Zusätze wurden, sofern nicht anders angegeben, von GIBCO/Invitrogen
(Karlsruhe) bezogen:
Dulbecco's Modiﬁed Eagle Medium (D-MEM, mit 1g/l D-Glucose, Glutamin,
Na-Pyruvat)
Glasgow MEM (GMEM, mit L-Glutamin, ohne Tryptose Phosphat Broth)
RPMI-1640 (mit L-Glutamin, ohne Phenolrot)
Opti-MEM I Reduced Serum Medium (mit GlutaMAX I)
Fötales Kälberserum (FCS), inaktiviert (30 min, 56 ◦C)
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep, 10.000 U / 10.000 g/ml)
Trypanblau und der Medienzusatz Tryptose Phosphat Broth wurden von Sigma-
Aldrich (Taufkirchen) erworben.
2.1.5 Medien zur Kultivierung von Escherichia coli
Luria Broth (LB)-Medium LB-Platten (ca. 15 ml/Platte)
1% Bacto-Trypton (w/v) 1% Bacto-Trypton (w/v)
0,5% Bacto-Hefeextrakt (w/v) 0,5% Hefeextrakt (w/v)
1% NaCl (w/v) 1% NaCl (w/v)
1,5% Agar (w/v)
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SOC-Medium
2% Trypton
0,5% Hefeextrakt
0,05% NaCl
2,5 ml 1M KCl
pH 7.0
Nach dem Autoklavieren steril ﬁltrierte 2 M Glucose (Endkonzentration 20
mM) zugeben.
Antibiotika
10 µg/ml Ampicillin (Stammlösung 100 mg/ml, sterilﬁltriert)
50 µg/ml Kanamycin (Stammlösung 50 mg/ml, sterilﬁltriert)
34 µg/ml Chlorampenicol (Stammlösung 34 mg/ml, sterilﬁltriert)
2.1.6 Zellen und Viren
Virusstämme
WNV 2000-crow3356 (Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg)
GenBank Accession Number: AF404756
WNV IS-98-ST1 (Pasteur Institut, Paris, Frankreich)
GenBank Accession Number: AF481864
EAV Bucyrus (ATCC)
Prokaryotische Zellen
E. coli Top10 (Invitrogen, Karlsruhe)
Genotyp: F- mcrA ∆leup(mrr-hsdRMS-mcrBC)φ80lacZ ∆leupM15 ∆leup
lacX74 recA1 araD139 ∆leup(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str R) endA1
nupG
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E. coli Rosetta DE3 (Merck, Darmstadt)
Genotyp: F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm(DE3) pRARE(CamR)
Eukaryotische Zelllinien
VeroV76 (ATCC) Nierenepithelzellen der Grünen Meer-
katze (Cercopithecus aethiops)
BHK-21, Klon 13 (Sigma, Deisenhofen) Nierenﬁbroblasten des Syrischen
Hamsters (Mesocricetus auratus)
(engl.: baby hamster kidney)
HeLa (ATCC) Humane Epithelzellen eines Zervixkar-
zinoms
2.1.7 Antikörper
Primärantikörper
WNV E-Antiserum
(Kaninchen, Zielepitop GEAHNDKRADPAFVC; Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
EAV-Antikörper 17D3
(monoklonal, Maus; VMRD, USA)
Sekundärantikörper
HRP-gekoppeltes anti-Maus Ig
(polyklonal, Kaninchen; Dako, Hamburg)
HRP-gekoppeltes anti-Kaninchen Ig
(polyklonal, Ziege; Dako, Hamburg)
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2.1.8 Enzyme
Factor Xa New England Biolabs, Frankfurt/Main
iProof High-Fidelity DNA-Polymerase Bio-Rad Laboratories, München
Restriktionsendonukleasen Fermentas, St. Leon-Rot
RNase A Invitrogen, Karslruhe
RNAse H Invitrogen, Karslruhe
Shrimp Alkalische Phosphatase Fermentas, St. Leon-Rot
SuperScript III Reverse Transkriptase Invitrogen, Karslruhe
T4 DNA-Ligase Fermentas, St. Leon-Rot
2.1.9 Kommerzielle Kits
ELISpot for Mouse Interferon-γ Mabtech, Hamburg
Endotoxin-free GigaPrep Kit SigmaAldrich, Taufkirchen
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit Genomed, Löhne
JETQUICK PCR Product Puriﬁcation
Spin Kit
Genomed, Löhne
Label IT Fluorescein Labeling Kit Mirus Bio LLC (USA)
miRCURY LNA microRNA Hy5 Power
Labeling Kit
Exiqon, USA
miRCURY RNA Isolation Kit - Cell &
Plant
Exiqon, USA
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientiﬁc, Nidderau
QIAamp Viral RNA Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Mini/Midi/Maxi
Kit
Qiagen, Hilden
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2.1.10 Puﬀer und Lösungen
Erythrozyten-Lysepuﬀer (Gey's Solution)
Lösung A: 3,5% (w/v) NH4Cl
0,19% (w/v) KCl
0,06%(w/v) Na2HPO4x2H2O
0,01% (w/v) KH2PO4
0,5% (w/v) Glukose
0,01% (w/v) Phenolrot
Lösung B: 0,42% (w/v) MgCl2x6H2O
0,24% (w/v) MgSO4x7H2O)
0,34% (w/v) CaCl2x2H2O
Lösung C: 2,25% (w/v) NaHCO3
Die Lösungen wurden sterilﬁltriert und bei 4 ◦C gelagert.
Die Gebrauchslösung wurde kurz vor dem Gebrauch zusammengesetzt:
20% (v/v) A + 5% (v/v) B + 5% (v/v) C
2x Factor Xa-Reaktionspuﬀer
40 mM Tris/HCl, pH 8,0
200 mM NaCl
4 mM CaCl2
His-Tag-Elutionspuﬀer His-Tag-Waschpuﬀer (1x)
20 mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7,4 20 mM Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7,4
0,5 M NaCl 0,5 M NaCl
500 mM Imidazol 5 mM Imidazol
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Lysepuﬀer I für Bakterien Lysepuﬀer II für Bakterien
20 mM Tris pH 7,4 20 mM Tris pH 7,4
200 mM NaCl 200 mM NaCl
1 mM EDTA 1 mM EDTA
8 M Harnstoﬀ
MBP-Elutionspuﬀer MBP-Waschpuﬀer
20 mM Tris, pH 7,4 20 mM Tris, pH 7,4
200 mM NaCl 200 mM NaCl
1 mM EDTA 1 mM EDTA
10 mM Maltose
Natriumzitratpuﬀer PBS (1x)
25,5 mM Citronensäure 0,8% (w/v) NaCl
24,5 mM Natriumcitrat 0,02% (w/v) KCl
280 mM Saccharose 0,144% (w/v) Na2HPO4
0,01 mM Deferoxamine Mesylate 0,024 % (w/v) KH2PO4
TAE-Puﬀer (50x) 5x SDS-Probenpuﬀer
242 g Tris base 1 M Tris HCl
57,1 ml Eisessig 10% (w/v) SDS
100 ml 0,5M EDTA 50% (v/v) Glycerin
add 1 l H2O 0,05% (w/v) Bromphenolblau
Vor dem Gebrauch wurden 15% (v/v) β-
Mercaptoethanol zugegeben.
TfBI TfBII
100 mM RbCl 10 mM MOPS, pH 7,0
50 mM MnCl2x4H2O 10 mM RbCl
30 mM KAc 75 mM CaCl2
10 mM CaCl2 15% (v/v) Glycerin
15% (v/v) Glycerin pH 6,8 mit HCl, Sterilﬁltrieren
pH 5,8 mit Essigsäure, Steril- Lagerung bei 4 ◦C
ﬁltrieren, Lagerung bei 4 ◦C
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2.1.11 Oligonukleotide
Name Sequenz (5' → 3') Verwendung
MluI-SV40for gcacgcgtggagttaggggcgggac Klonierung pVAX-SV40
MluI-
SV40rev
cgacgcgtgtggaatgtgtgtcagttaggg Klonierung pVAX-SV40
EGFPfor cgggatccgccaccatggtgagcaag Klonierung
pVAX/EGFP
EGFPrev gcgggcccttacttgtacagctcgtccatg Klonierung
pVAX/EGFP
E(NY3356)for cgggatccgccgccatgttcaactgccttggaatg Klonierung pWNV-E
E(NY3356)rev gcgggccctagtcagcgtgcacgttcacgg Klonierung pWNV-E
TPA-WNV E cgggatccaccatgaagagagagctgctgt Klonierung pT-WNV-E
gtgtactgctgctttgtggactggctttcc
cattgcctgaccagggaatacatgggaggt
tcgcattcaactgccttggaatgag
3'ectoE-PstI gcctgcagagacttgtgccaatggtgattg Klonierung pT-WNV-E
D3_sense ggggatccggaacaacctatggcgtctg Klonierung WNV DIII in
pMAL-Tag2
D3_reverse gggctcgagtccagacttgtgccaatggtg Klonierung WNV DIII in
pMAL-Tag2
E_ecto_sense ggggatccttcaactgccttggaatgagc Klonierung WNV ectoE
in pMAL-Tag2
E_ecto_as gggctcgagagacttgtgccaatggtgattg Klonierung WNV ectoE
in pMAL-Tag2
ODN 1828 tccatgacgttcctgacgtt PTO-modiﬁziert; Adju-
vans für Proteinimmuni-
sierungen
Tabelle 2.1: Arbeitsrelevante Oligonukleotide (fett: TPA-Signalsequenz)
Alle Oligonukleotide wurde von Euroﬁns MWG (Ebersberg) bezogen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Mikrobiologie
2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien
Für die Klonierung und Ampliﬁkation von Plasmid-DNA wurde der Escheri-
chia coli -Stamm TOP10 verwendet. Zur Expression von rekombinanten Pro-
teinen kam der Bakterienstamm E. coli -Rosetta DE3 zum Einsatz. Die Bakte-
rien wurden in Luria Broth (LB)-Medium unter Schütteln (200 rpm) bzw. auf
LB-Platten bei 37 ◦C über Nacht angezogen. Positive Transformanten wur-
den entsprechend der eingesetzten pDNA durch Zugabe von Ampicillin (10
µg/ml), Kanamycin (50 µg/ml) oder Chloramphenicol (34 µg/ml) bzw. durch
eine Kombination dieser Antibiotika selektiert.
2.2.1.2 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien
Zur Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurde die RbCl-Methode an-
gewendet [200]. Eine LB-Vorkultur (5 ml) wurde mit einer Einzelkolonie bzw.
einem eingefrorenen Aliquot des entsprechenden E. coli -Stammes angeimpft
und unter Schütteln über Nacht bei 37 ◦C inkubiert. Nach Überführung von
4 ml dieser Übernachtkultur in 100 ml LB-Medium wurden die Bakterien bei
37 ◦C bis zu einer OD500 von ca. 0,5 angezogen. Anschließend wurden die Bak-
terien 15 min auf Eis abgekühlt und danach durch Zentrifugation für 10 min
bei 4500 rpm geerntet. Die Bakterienpellets wurden in 30 ml eiskaltem TfBI
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation
(10 min; 4500 rpm; 4 ◦C) wurden die Pellets in 4 ml kaltem TfBII aufgenom-
men und weitere 30 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurden Aliquots von
100 µl in Eppendorf-Gefäße überführt, sofort in ﬂüssigem Stickstoﬀ eingefroren
und bei −80 ◦C gelagert.
2.2.1.3 Transformation von Bakterien
Chemisch-kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und nachfolgend
mit der entsprechenden DNA versetzt (Ligationsansatz bzw. 10-100 ng Plasmid-
DNA). Nach einer Inkubation von 30 min auf Eis erfolgte ein Hitzeschock von
90 sek bei 42 ◦C. Die Zellen wurden sofort wieder auf Eis gestellt und 900
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µl SOC-Medium zugegeben. Der Transformationsansatz wurde dann für eine
Stunde bei 37 ◦C geschüttelt, um eine Expression der Resistenzkassette der
transformierten pDNA zu gewährleisten. Anschließend wurde die Bakterien-
suspension auf selektiven LB-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37 ◦C
inkubiert. Am nachfolgenden Tag erfolgte eine Analyse einzelner Bakterienko-
lonien.
2.2.2 Molekularbiologie
2.2.2.1 RNA-Isolierung für die miRNA-Microarray-Analyse
Für die Analyse von miRNA-Expressionproﬁlen mittels der Microarray-Technik
wurde zunächst die Total-RNA, inklusive der miRNAs, aus WNV-inﬁzierten
bzw. unbehandelten HeLa-Zellen (s. Abschnitt 2.2.5.3) isoliert. Der Zellrasen
wurde mit einem Zellschaber abgelöst und die Zellsuspension in ein neues Gefäß
überführt. Nach einer Zentrifugation (5 min, 2000 rpm) wurde das Zellpellet in
1 ml Tri-Reagent (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) resuspendiert und bis zur wei-
teren Verarbeitung eingefroren (−80 ◦C bzw. ﬂüssiger Stickstoﬀ). Nach dem
Auftauen wurden 200 µl Chloroform zugegeben, das Ganze kräftig geschüttelt
und für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ansätze wurden für 15 min
bei 12000 rpm und 4 ◦C zentrifugiert und die obere, RNA-haltige Phase in ein
neues Gefäß überführt, mit 500 µl Isopropanol gemischt und für weitere 10
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation für 20
min wurde das RNA-Pellet zweimal mit 70% EtOH gewaschen und jeweils 5
min bei 7600 rpm und 4 ◦C zentrifugiert. Die RNA wurde 10 bis 15 min an der
Luft getrocknet und abschließend in 50 µl RNase-freiem Wasser gelöst, indem
der Ansatz 30 Min bei 56 ◦C inkubiert wurde. Infolge dieser Erhitzung wurde
gleichzeitig infektiöse WNV-RNA inaktiviert. Anschließend erfolgte eine Säu-
lenaufreinigung der RNA mittels des miRCURY RNA Isolation-Kits (Exiqon;
USA). Die miRNA-Microarray-Analyse wurde in Kollaboration mit der AG
RNomics (Leiter Dr. Hackermüller, Fraunhofer Institut IZI, Leipzig) durchge-
führt. Hier wurde die Reinheit der RNA-Proben überprüft und nachfolgend
mit einem Hy5-Fluoreszenzfarbstoﬀ markiert. Zur Bestimmung der zellulären
miRNA-Expressionsproﬁle kamen Microarrays der Firma Exiqon (USA) vom
Typ miRCURY LNA microRNA Array, v.11.0 (hsa; mmu & rno) zum Einsatz.
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2.2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Eine gezielte Ampliﬁkation von DNA-Sequenzen erfolgte mittels einer PCR
[201]. Dazu werden neben der Matrizen(Template)-DNA (50-100 ng), welche
die Zielsequenz enthält, zwei Oligonukleotide (Primer; 10 µM) benötigt, die
diese Sequenz ﬂankieren. Unter Einsatz einer hitzestabilen DNA-Polymerase
sowie den vier Desoxyribonukleotiden (dNTPs, 10 mM; Fermentas, St. Leon-
Rot) wird die speziﬁsche DNA-Sequenz im Laufe von mehreren sich wieder-
holenden Zyklen exponentiell ampliﬁziert. Während eines PCR-Zyklus wird
zunächst die Template-DNA, sowie die neu synthetisierte DNA denaturiert.
Anschließend lagern sich die Primer an ihre komplementären DNA-Sequenzen
(annealing) an und es erfolgt eine Verlängerung der Oligonukleotide (ex-
tension) durch die DNA-Polymerase, was in der Bildung des gewünschten
DNA-Fragmentes resultiert. Für die PCR wurde die iProof High-Fidelity DNA-
Polymerase, nach Angaben des Herstellers, eingesetzt. Die PCR lief unter fol-
genden Standardbedingungen ab:
Primäre Denaturierung: 98 ◦C, 2 Min
35 Zyklen: 98 ◦C, 30 sek
var. ◦C, 10  30 sek
72 ◦C, 15-30 sek/Kb
Finale Extension: 72 ◦C, 10 Min
Das PCR-Protokoll wurde abhängig von den eingesetzten Oligonukleoti-
den und Größe der Zielsequenz in den Bereichen der Annealling-Temperatur
und Extensionzeit abgewandelt. Die PCR-Ansätze wurde anschließend in ei-
ner Agarosegelelektrophorese (s. Abschnitt 2.2.2.7) analysiert. PCR-Produkte
konnten mittels eines Gelextraktions-Kits (Genomed, Löhne) aus dem Gel aus-
geschnitten und extrahiert werden.
2.2.2.3 Synthese von cDNA
Für die cDNA-Synthese des WNV-Stammes NY2000-crow3356 wurde zunächst
virale genomische RNA aus 140 µl aus Zellkulturüberstand inﬁzierter VeroV76-
Zellen isoliert. Dafür wurde der QIAamp Viral RNA Mini Kit, nach Angaben
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des Herstellers, verwendet und die virale RNA abschließend in 60 µl RNase-
freiem Wasser aufgenommen. Diese RNA wurde als Template für die nachfol-
gende Reverse Transkription-PCR-Reaktion mittels der SuperScript III Rever-
se Transcriptase. Dafür wurden 5 µl der WNV-RNA mit 2 pmol des Primers
RT-NYNS1r (Tab. 2.1) und 1 µl dNTPs (10 mM) in einem 13 µl-Ansatz ge-
mischt und 5 min bei 65 ◦C im Thermocycler (TProfessional, Biometra, Göt-
tingen) inkubiert. Nach einer Abkühlung des Ansatzes auf Eis (1 min) wurden
5 µl 5x First-Strand-Puﬀer, 1 µl DTT (0,1 M) sowie je 1 µl RNAseOut (Re-
combinant RNase Inhibitor; Invitrogen, Karlsuhe) und Reverse Transcriptase
(200 U/µl) zugegeben. Dieser Ansatz wurde für eine weitere Stunde bei 50 ◦C
inkubiert und die Reaktion bei 70 ◦C für 15 min abgestoppt. Durch Behand-
lung mit 0,5 µl RNase H (2 U/µl) für 20 min bei 37 ◦C wurden RNA-cDNA-
Heteroduplexe degradiert. Mittels einer weiteren Inkubation mit 0,5 µl RNase
A (20 mg/ml) für 10 min bei 37 ◦C, wurden einzelsträngige RNA-Moleküle
im cDNA-Ansatz entfernt. Die WNV-cDNA wurde aliquotiert und bei −20 ◦C
gelagert.
2.2.2.4 Aufreinigung von Plasmid-DNA
In E. col i-Bakterien ampliﬁzierte Plasmid-DNA wurde aus Übernachtkultu-
ren (5-100 ml), nach dem Prinzip der alkalischen Lyse, isoliert [202]. Ab-
hängig vom Volumen der Bakterienkultur und der benötigten pDNA-Menge
wurden Plasmid-Kits der Firma QIAGEN (Hilden) verwendet. Für in vivo-
Experimente wurde die pDNA aus 1l-Bakterienkulturen mittels des Endotoxin-
freien GigaPrep-Kits (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), entsprechend dem Proto-
koll des Herstellers extrahiert, um Kontaminationen mit dem immunstimulato-
rischen, bakteriellen Lipopolysacchrid (LPS) zu vermeiden. Die pDNA wurde
nach der Fällung in sterilem Aqua ad iniectabilia (DeltaSelect, Dreieich) gelöst.
Die DNA-Konzentration wurde photometrisch nach dem Lambert-Beer'schen
Gesetz (1 OD260= 47,5 µg dsDNA/ml) bestimmt.
2.2.2.5 DNA-Restriktion
Zur Analyse und Vorbereitung von Plasmid-DNA bzw. DNA-Fragmenten für
eine Klonierung wurden diese enzymatisch durch Restriktionsendonukleasen,
nach Vorgaben des Herstellers, gespalten. Die Enzyme erkennen meist eine
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speziﬁsche pallindromische Sequenz innerhalb der dsDNA und schneiden diese
durch Hydrolyse der Phosphodiesterbindung zwischen zwei Basen. Infolgedes-
sen entstehen DNA-Fragmente deﬁnierter Größe, welche in einem Agarosegel
aufgetrennt (s. Abschnitt 2.2.2.7) werden können. Eine Analyse von Plasmid-
DNA erfolgte in der Regel in einem Restriktionsansatz von 20 µl, mit ca. 1 µg
DNA, 1 U Enzym und dem entsprechenden Reaktionspuﬀer. Der Ansatz wurde
für ca. 3 Stunden bei 37 ◦C inkubiert, soweit es nicht anders für das jeweilige
Enzym angegeben war. Nach einer Überprüfung des Restriktionsverdaus in ei-
ner Agarosegelelektrophorese erfolgte eine Gelextraktion der DNA-Fragmente.
2.2.2.6 DNA-Dephosphorylierung und Ligation
DNA-Vektoren, welche nur mit einer Restriktionsendonuklease geschnitten wur-
den, sollten vor einer Ligation zunächst mit einer alkalischen Phosphatase be-
handelt werden. Diese entfernt die 5'-Phosphatgruppen linearer DNA. Dadurch
wird die Ausbeute der Ligation erhöht, indem eine Re-Ligation des Vektors mit
sich selbst verhindert wird. Plasmid-DNA wurde mit einer Shrimp-Alkaline-
Phosphatase (SAP) dephosphoryliert, indem pro µg DNA eine Unit SAP (1
U/µl) und SAP-Puﬀer zugefügt wurden. Der Ansatz wurde 30 min bei 37 ◦C
inkubiert und die SAP anschließend 15 min bei 65 ◦C inaktiviert. Für eine Klo-
nierung wurden die entsprechende Vektor- und Insert-DNA zunächst mit den
passenden Restriktionsenzymen verdaut. Die Ligation der DNA-Fragmente er-
folgte mittels einer T4 DNA-Ligase, nach dem Protokoll des Herstellers. Der
Ligationsansatz wurde über Nacht bei 4 ◦C inkubiert und anschließend in kom-
petente TOP10-Bakterien transformiert (s. Abschnitt 2.2.1.3]. Positive Trans-
formanten wurden auf Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten, abhängig der ko-
dierten Resistenz des verwendeten Vektors, über Nacht bei 37 ◦C selektiert.
2.2.2.7 Agarosegelelektrophorese
In einem Agarosegel werden DNA-Fragmente ihrer Größe nach elektropho-
retisch aufgetrennt [203], um auf diese Weise z.B. pDNA-Restriktionen und
PCR-Produkte analysieren zu können. Eine Auftrennung erfolgte im Allge-
meinen in einem 1%igem (w/v) Agarosegel, versetzt mit 0,1 µg/ml Ethidi-
umbromid. Wurden kleinere DNA-Fragmente (≤ 500 bp) erwartet, so kamen
Gele mit einem Agaroseanteil bis zu 2% zum Einsatz. Zu analysierenden DNA-
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Proben wurden mit 6x Auftragspuﬀer (6x Loading Dye; Fermentas; St. Leon-
Rot) gemischt und in die Geltaschen überführt. Für die Bestimmung der Frag-
mentgrößen kamen DNA-Größenstandards von Fermentas (St. Leon-Rot) zum
Einsatz (GeneRuler 1 kb bzw. GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder). Elektro-
phoresekammern wurden von der Firma PEQLAB Biotechnologie(PerfectBlue
Mini Elektrophoresesysteme; Erlangen) bezogen. Die Elektrophorese erfolgte
bei 5 bis 10 V/cm in TAE-Puﬀer. Durch Interkalation des Ethidiumbromids
in die DNA konnte diese bei UV-Anregung visualisiert und fotograﬁert wer-
den. Dabei lag die Nachweisgrenze bei ca. 20 ng pro DNA-Bande. Gewünschte
DNA-Fragmente konnten für weitere Arbeiten mittels eines Gelextraktions-
Kits (Genomed) aus dem Gel extrahiert werden.
2.2.2.8 Agarosegel-Retardationstest
Zwei µg pDNA wurden mit zunehmenden Mengen der Hühner- bzw. Kälber-
histonextrakte und/oder PEI (N/P 2 oder 3) in 50 µl NaCl-Lösung (150 mM)
für 10 bis 30 min bei Raumtemperatur inkubiert (s. Abb. 3.10 und 3.13). Die
pDNA-Komplexe wurden anschließend mit 6x Auftragspuﬀer (6x Loading Dye;
Fermentas) versetzt und auf ein Agarosegel (0,75% [w/v]) mit Ethidiumbro-
mid (s. Abschnitt 2.2.2.7) geladen. Die Elektrophorese erfolgte bei 60 V für
3 h. Nachfolgend, wurden die pDNA-Banden unter UV-Licht visualisiert und
photographiert.
2.2.2.9 Herstellung arbeitsrelevanter DNA-Konstrukte
Als Basis für die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Konstrukte wurde der Vek-
tor pVAX1 (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Zunächst wurden in diesen zwei
SV40-enhancer Elemente (jedes 72 bp) integriert, mit dem Ziel die Genexpres-
sion zu steigern [204]. Das SV40-Fragment wurde mittels PCR (s. Abschnitt
2.2.2.2) unter Verwendung der beiden Primer MluI-SV40for und MluI-SV40rev
(Tab. 2.1) ampliﬁziert. Als Template kam der DNA-Vektor pCR3.1 (Invitro-
gen, Karlsruhe) zum Einsatz, welcher einen SV40-Promotor inklusive der dop-
pelten SV40-enhancer Sequenz besitzt. Das PCR-Produkt wurde anschließend
mit MluI verdaut und in den entsprechend geschnittenen und dephosporylier-
ten pVAX1-Vektor integriert, upstream des CMV-Promotors. Das entstandene
Plasmid bekam die Bezeichnung pVAX-SV40 und war Grundlage für weitere
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DNA-Konstruktionen.
Zur Herstellung eines EGFP-exprimierenden Vektors wurde die EGFP-Gen-
sequenz mittels PCR von dem Template-Vektor pGJ3-egfp (zur Verfügung ge-
stellt von Dr. Ulbert) ampliﬁziert. Durch Einsatz der beiden Primer EGFPfor
und EGFPrev (Tab. 2.1) wurde das PCR-Produkt (732 bp) von einer BamHI -
und ApaI -Restriktionsschnittstelle ﬂankiert und konnte anschließend in den
Vektor pVAX-SV40 integriert (pVAX/EGFP) werden,der die Expression des
Zielproteins unter Kontrolle eines CMV-Promotors in eukaryotischen Zellen
ermöglichte.
Zur Konstruktion eines geeigneten WNV DNA-Impfstoﬀkandidaten wurde
zunächst die kodierende Sequenz des WNV Wildtyp-E-Proteins (wtE) über
PCR angereichert (Primer E(NY3356)for und E(NY3356)rev; Tab. 2.1). Als
Template diente virale cDNA des WNV-Stamms NY2000-crow3356 (s. Ab-
schnitt 2.2.2.3). Das durch BamHI und ApaI geschnittene PCR-Produkt wur-
de in den entsprechend verdauten Vektor pVAX-SV40 ligiert und das resul-
tierende Konstrukt als pWNV-E bezeichnet. Infolge einer transienten Trans-
fektion von pWNV-E in HeLa-Zellen (s. Abschnitt 2.2.3.2) konnte nur eine
sehr schwache Expression des wtE-Proteins festgestellt werden (Abb. 3.1).
Daraufhin wurde über PCR (Primer: TPA-WNV E) eine sekretorische TPA-
Signalsequenzan den N-Terminus des E-Proteins in-frame eingefügt. Zudem er-
folgte in derselben PCR-Reaktion eine Deletion der hydrophoben Transmembr-
anregion am C-Terminus des wtE (Aminosäuresequenz G401-A501; GenBank-
Nummer: AF346318), unter Einsatz des reverse Primers 3'ectoE-PstI. Das ent-
standene PCR-Produkt kodierte für die Ektodomäne (Aminosäuresequenz 1-
401; [205]) des WNV E-Proteins (ectoE), fusioniert an die TPA-Sequenz. Dieses
DNA-Fragment wurde anschließend über die ﬂankierenden BamHI - und PstI -
Schnittstellen in pVAX-SV40 integriert und dieser als pT-WNV-E benannt.
Die Analyse der Integration der vollständigen und korrekten Gensequenz
Klonierungen erfolgte mittels DNA-Sequenzierung. Dies wurde nach der Sanger-
Methode [206] bei der Euroﬁns MWG GmbH (Ebersberg) durchgeführt.
2.2.2.10 Fluorescein-Markierung von pDNA
Zur Fluoreszenzmarkierung von Plasmid-DNA wurde der Label IT Fluore-
scein Labeling- Kit (Mirus Bio LLC) verwendet. Entsprechend dem Herstel-
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lerprotokoll wurden 50 µg pDNA (pWNV-E) in einem 500 µl-Ansatz unter
angegebenen Puﬀerbedingungen mit 25 µl Label IT Reagent in RNase- und
DNase-freiem Wasser versetzt und 1 h bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurde
die pDNA durch Zugabe von 1 ml eiskaltem EtOHabs und 50 µl 5M NaCl über
Nacht bei −20 ◦C gefällt. Am folgenden Tag wurde erneut zentrifugiert (30
min, 4 ◦C, 15000 rpm) und das pDNA-Pellet mit 70% (v/v) EtOH gewaschen.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde die pDNA unter sterilen Verhältnis-
sen getrocknet und mit sterilem Aqua ad iniectabilia auf eine Konzentration
von 1 µg/µl eingestellt. Die zelluläre Aufnahme markierter pDNA wurde 48 h
nach Inkubation mittels Durchﬂussyztometrie (s. Abschnitt 2.2.4.2) und Fluo-
reszenzmikroskopie (s. Abschnitt 2.2.3.3) analysiert.
2.2.2.11 Zusammensetzung pDNA-gebundener Partikel
Die Optimierung der Antigenexpression von Plasmid-DNA sollte durch Kom-
plexierung mittels natürlicher Histonextrakte allein bzw. in Kombination mit
Polyethylenimin (PEI; linear, 22 kDa; Fermentas, St. Leon-Rot) erreicht wer-
den. Zur Evaluierung verschiedener pDNA-gebundener Komplexe in in vitro-
Experimenten wurde der DNA-Vektor pVAX/EGFP (s. Abschnitt 2.2.2.9) ein-
gesetzt. Für die Bildung der pDNA-Histon-Komplexen wurde pVAX/EGFP
(6 µg) in 250 µl einer 150 mM NaCl-Lösung mit entsprechender Menge an
Histonextrakten (s. Abb. 3.11, 3.12) gemischt und 30 min bei Raumtempera-
tur inkubiert. Für Partikel, bestehend aus pVAX/EGFP, Histonen und PEI
(pDNA/H-P), wurden 6 µg des DNA-Vektors für 20 min bei Raumtemperatur
mit angegebener Histonmenge in 250 µl NaCl-Lösung (150 mM) inkubiert. An-
schließend wurde PEI in einem deﬁnierten molaren PEI zu pDNA-Verhältnis
(N/P 2 oder 3) zugegeben und weitere 10 min inkubiert. Das molare PEI/DNA-
Verhältnis beschreibt das Verhältnis zwischen den Stickstoﬀatomen (N) der
Aminogruppen des PEI und den Phosphatgruppen (P) der DNA (N/P) [164].
Ein µl PEI entsprechen dabei 5,47 nmol N bzw. 1 µg DNA besitzen 3 nmol P.
In Partikeln, komplexiert durch PEI allein, wurden 6 µg der pDNA in 250 µl
NaCL-Lösung (150 mM) mit PEI in entsprechendem N/P-Verhältnis (s. Abb.
3.14, 3.15) gemischt, 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend
in Transfektionsmedium zu den Zellen gegeben.
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2.2.2.12 pDNA/H-P-Partikel zur Immunisierung von Mäusen
Für in vivo-Experimente mit pDNA-gebundenen Partikeln wurde ein bereits in
der Arbeitsgruppe vorhandener DNA-Impfstoﬀkandidat eingesetzt. Dieser ko-
diert für ein Antigen Equine Arteritis Virus (EAV). Der Vektor pORF7 (basie-
rend auf [207]) wurde durch Integration einer N-terminalen Kozak-Sequenz in
der Arbeitsgruppe weiter optimiert. Dies führte zu einer verbesserten Antigen-
expression in eukaryotischen Zellen. Zur Herstellung der pDNA/H-P-Partikel
wurden 35 µg des pORF7 mit Kälberhistonen in verschiedenen pDNA-Histon-
Verhältnissen und PEI (N/P 3) komplexiert (s. Abschnitt 2.2.2.11). Die Men-
gen an Histonen und PEI wurden an die erhöhte pDNA-Menge adaptiert. Da
sich mit zunehmender Histonmenge unlösliche Präzipitate bildeten, waren die-
se Partikel nicht geeignet für eine Immunisierung. Aus diesem Grund kamen
in den in vivo-Experimenten nur lösliche pDNA/H-P-Partikel mit einem nied-
rigen pDNA-Histon-Verhältnis von 1:6 zum Einsatz.
2.2.2.13 Größenbestimmung pDNA-gebundener Partikel
Die Bestimmung der durchschnittlichen Größe der pDNA-Partikel erfolgte mit-
tels der dynamischen Lichtstreuung. Die Messungen wurden am Laboratory of
General Biochemistry and Physical Pharmacy der Universität Ghent durch-
geführt. Die entsprechenden Partikel (s. Tab. 3.1) wurden, wie in Abschnitt
2.2.2.11 beschrieben, zusammengesetzt. Partikelgrößen wurden in Triplikaten
bei 25 ◦C in einem Zetasizer ZS (Malvern, UK) gemessen.
2.2.3 Zellkultur
2.2.3.1 Kultivierung und Passagieren von Zelllinien
HeLa- und VeroV76-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% bzw. 5% FCS
und 1% Pen/Strep angezogen. BHK-21-Zellen wurden in GMEM-Medium, sup-
plementiert mit 10% FCS, 5% Tryptose-Phosphat-Broth und 1% Pen/Strep,
kultiviert. Zum Passagieren der Zellen wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen,
mit 1x Trypsin-EDTA (GIBCO/Invitrogen,Karlsruhe) abgelöst und dies nach-
folgend mit FCS-haltigen Medium neutralisiert. Die Zellsuspension wurde auf
neue Zellkulturﬂaschen verteilt und mit frischem Kulturmedium bei 37 ◦C un-
ter 5% CO2-Zufuhr kultiviert.
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2.2.3.2 In vitro-Transfektion
Zur Transfektion wurden die Zellen in 6-Well-Platten, mit Zelldichten von 3
x 105 Zellen/Well (VeroV76), 3,5 x 105 Zellen/Well (HeLa) bzw. 2,5 x 105
Zellen/Well (BHK-21), ausgesät und für 24 h inkubiert. Bei der transien-
ten Transfektion mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Karlsruhe ) wurden 4
bzw. 6 µg der Plasmid-DNA (pDNA) in 250 µl Opti-MEM-Medium aufge-
nommen. Parallel dazu wurden 10 bzw. 15 µl Lipofectamine 2000 ebenfalls
in 250 µl Opti-MEM gemischt und beide Ansätze 10 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze zusammengefügt und für
weitere 20 min inkubiert. Dieser Mix wurde zu den Zellen mit 2 ml Medi-
um, ohne Pen/Strep, gegeben und diese für 24 h kultiviert. Zum Nachweis
der Proteinexpression mittels SDS-PAGE und Western Blot wurden die Zel-
len gewaschen und mit 0,1% SDS-Tris (10 mM) lysiert. Für die Inkubation
von Zellen mit pDNA-Histon-, pDNA-PEI- bzw. pDNA/H-P-Partikeln (Zu-
sammensetzung s. Abschnitt 2.2.2.11; 6 µg pDNA/Well) wurden diese mit
PBS gewaschen. Die entsprechenden pDNA-Partikel wurden in 2 ml Medium,
ohne FCS und Pen/Strep, zu den Zellen gegeben. Nach 4 h bei 37 ◦C wurde
das Transfektionsmedium abgenommen und durch 2 ml frisches Kulturmedi-
um (10% FCS) ohne Pen/Strep ersetzt. Die Zellen wurden für 48 h bei 37 ◦C
und 5% CO2 kultiviert.
2.2.3.3 Fluoreszenzmikroskopie
Vero V76-Zellen wurden in einer Dichte von 6 × 104 Zellen/Well in einer 24-
Well-Platte angezogen, die mit Deckglässchen (Durchmesser 13 mm) ausgelegt
war. Nach einem Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und frisches Medi-
um (ohne FCS und Pen/Strep) zugegeben. Fluorescein-markierte pDNA (1,4
µg) (s. Abschnitt 2.2.2.10) wurde mit angegebenen Mengen (s. Abb. 3.16)
an Histonextrakt und PEI komplexiert (s. Abschnitt 2.2.2.11). Beide Kompo-
nenten wurden dabei an die verringerte pDNA-Menge angepasst. Die Zellen
wurden zwei Tage mit den pDNA-Partikeln inkubiert. Anschließend erfolgte
ein Waschen der Zellen mit Natriumzitratpuﬀer gespült, um auf den Zellober-
ﬂächen gebundene Partikel zu entfernen [208, 209]. Nach weiterem Waschen
mit PBS wurden die Zellen mit 0,5 ml 3,7% Paraformaldehyd für 20 min bei
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Raumtemperatur ﬁxiert. Die Zellen wurden nochmals gewaschen und nachfol-
gend die DNA der Zellen mit 0,5 µg/ml 4`-6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI; 5
mg/ml) 15 min angefärbt. Abschließend wurde fünfmal mit PBS gespült und
die Deckgläschen, mit der Zell-beschichteten Seite nach unten, auf Objektträ-
ger mit Fluorescence Mounting-Medium (Dako, Hamburg) befestigt. Die Pro-
ben wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop (Objektiv 100x, Öl-Immersion)
analysiert.
2.2.3.4 Co-Lokalisierung von pDNA-Partikeln und Lysosomen
Die Analyse einer Co-Lokalisierung von intrazellulären pDNA-Partikeln mit
endolysosomalen Kompartimenten, wurde in VeroV76-Zellen durchgeführt. Die
Zellen wurden in einer Zelldichte von 6 × 104 Zellen/Well in 24-Well-Platten,
ausgelegt mit Deckglässchen (Durchmesser 13 mm), angezogen. Am folgenden
Tag wurden sie mit PBS gewaschen und in Medium (ohne FCS und Pen/Strep)
aufgenommen. Die Komplexierung der Plasmid-DNA (1,4 µg) erfolgte in an-
gegebenen Histon- und PEI-Verhältnissen (s. Abb. 3.17), adaptiert an die re-
duzierte pDNA-Menge (s. Abschnitt 2.2.2.11). Nach einer Inkubation mit den
pDNA-Partikeln für 48 h, wurden die Zellen gewaschen und mit Natriumzi-
tratpuﬀer behandelt (s. Abschnitt 2.2.3.3). Zur Färbung der Lysosomen wurde
der Farbstoﬀ LysoSensor Green DND-189 (Molecular Probes Inc., Invitrogen )
auf 1 µM mit Zellkulturmedium verdünnt und die Zellen zwei Stunden mit 500
µl/Well dieser Färbelösung bei 37 ◦C und 5% CO2 inkubiert. Nach zweimali-
gem Waschen mit PBS wurden die Zellen wie in Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben
mit 3,7% Paraformaldehyd ﬁxiert, die DNA mit DAPI gefärbt und die Deck-
gläschen anschließend auf Objektträger befestigt. Die Proben wurden unter
einem Fluoreszenzmikroskop (Objektiv 100x, Öl-Immersion) analysiert.
2.2.3.5 Toxizität pDNA-gebundener Partikel
VeroV76- und BHK-21-Zellen wurden in 6-Well-Platten angezogen und mit
entsprechenden pDNA-Partikeln (s. Abschnitt 2.2.2.11; Abb. 3.18) für zwei
Tage inkubiert (s. Abschnitt 2.2.3.2). Nachfolgend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, mit Trypsin-EDTA abgelöst und in 1 ml Kulturmedium aufgenom-
men. Die Zellzahl wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Um
tote Zellen von der Zählung auszuschließen, wurde die Zellsuspension zuvor
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1:10 mit Trypanblau verdünnt.
2.2.3.6 Isolation primärer Splenozyten der Maus
Die murine Milz wurde mit sterilem Präparationsbesteck entnommen, in ein
Zellsieb (100 µm Porengröße; Becton Dickinson, Heidelberg) überführt und
mit PBS gespült. Anschließend wurde sie mit dem Stempel einer sterilen 1
ml-Spritze im Sieb zerrieben und die Zellsuspension in der Vertiefung einer
6-Well-Platte aufgefangen. Das Sieb wurde nochmals mit PBS gespült und die
Zellsuspension nachfolgend in ein steriles 15 ml-Röhrchen überführt und 8 min
bei 1500 rpm und 4 ◦C zentrifugiert. Zur Lyse der Erythrozyten wurde das Zell-
pellet in 5 ml Lysepuﬀer (Gey's Solution) resuspendiert und 5 min bei Raum-
temperatur inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die Zellsuspension
mit 1 ml FCS unterschichtet und erneut zentrifugiert. Die Splenozyten wur-
den daraufhin pelletiert und lysierte Erythrozyten befanden sich im Überstand.
Das Zellpellet wurde noch zweimal mit 10 ml PBS gewaschen und wie beschrie-
ben zentrifugiert. Danach erfolgte eine Resuspension der Splenozyten in 1 ml
FCS und die Bestimmung der Zellzahl mittels einer Neubauer-Zählkammer.
Die Zellen wurden mit FCS auf eine Dichte von 1 x 107 Zellen/ml eingestellt.
Zum Einfrieren wurde die Zellsuspension mit einem Zehntel Dimethylsulfoxid
versetzt und in 1 ml-Aliquots sofort auf 1,8 ml Kryoröhrchen verteilt und bei
−80 ◦C eingefroren. Zur längerfristigen Lagerung wurden diese nach einem Tag
in Stickstoﬀ (−196 ◦C) überführt.
2.2.4 Proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 Bakterielle Expression und Reinigung rekombinanter Pro-
teine
Für die Herstellung der rekombinanten Proteine wurde der bakterielle Expres-
sionsvektor pMAL-c2X (New England Biolabs, Frankfurt/Main) verwendet.
Dieser wurde zuvor durch Integration einer Sequenz für einen Histidin (His)-
Tag modiﬁziert (6x His) und als pMAL-Tag2 bezeichnet (freundlicher Weise
zur Verfügung gestellt von Dr. Nicolas Delaroque). Daraufhin wurden die Pro-
teine als Fusionsproteine mit einem N-terminalen Maltose-Bindeprotein (MBP-
Tag) und einem His-Tag am C-Terminus exprimiert. Die Gensequenzen der
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Ektodomäne bzw. der Domäne III des WNV E-Proteins (r-ectoE und rDIII)
wurden in einer PCR, durch Einsatz der entsprechenden Primer D3_sense
und D3_reverse bzw. E_ecto_sense und E_ecto_as (Tab. 2.1), ampliﬁziert.
Als Template wurde der DNA-Vektor pWNV-E eingesetzt. Danach wurden
die Gensequenzen über die Restriktionsschnittstellen BamHI und XhoI in
den pMAL-Tag2 integriert. Dieser wurde auch für die Expression des MBP-
Proteins verwendet. Die Proteinexpression erfolgte in dem E. coli -Stamm Ro-
setta DE3. Vorkulturen der entsprechenden Klone wurden über Nacht in LB-
Medium mit Ampicillin und Chloramphenicol angezogen (s. Abschnitt 2.2.1.1).
Die Amp-Resistenz ist auf dem pMAl-c2X-Vektor kodiert. Der Rosetta-Stamm
selbst besitzt bereits eine Cam-Resistenz (s. 2.1.6). Eine 1l-Hauptkultur wurde
mit der Vorkultur (1:200) angeimpft und die Bakterien bis zu einer OD600 von
0,6 unter Schütteln bei 37 ◦C angezogen. Die Proteinexpression wurde durch
Zugabe von 1 mM Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid (IPTG, 1M) induziert.
Nach einer weiteren Inkubation über Nacht bei 37 ◦C, wurden die Bakterien
durch Zentrifugation (1 h, 4600 rpm, 4 ◦C) geerntet. Eine Lyse der Bakterien-
pellets erfolgte durch Resuspension in Puﬀer I und dreifaches Soniﬁzieren sowie
Einfrieren in ﬂüssigem Stickstoﬀ und Auftauen in lauwarmem Wasser, gefolgt
von einer weiteren Zentrifugation (15 Min, 14000 rpm, 4 ◦C). Das MBP-Protein
aus dem Rohextrakt I dieser Lyse isoliert. Die unlöslichen Zellreste, welche
die WNV-Proteine rDIII und r-ectoE enthielten, wurden in Harnstoﬀ-haltigen
Lysepuﬀer II aufgenommen. Die Suspension wurde nochmals soniﬁziert, einge-
froren und aufgetaut. Nach erneuter Zentrifugation wurden rDIII bzw. r-ectoE
aus dem Rohextrakt II aufgereinigt. Die Reinigung der rekombinanten Prote-
ine erfolgte nach einem Tandem-Aﬃnitätsprotokoll. Die Rohextrakte wurden
über Nacht bei 4 ◦C gegen His-Tag-Waschpuﬀer dialysiert, anschließend ﬁltriert
(0,45 µm). His-Tag-Proteine wurden über eine HisTrap-Säule (GE Healthcare
Bio-Sciences, München), nach Angaben des Herstellers, mittels Flüssigchro-
matographie isoliert. Dafür wurde ein HPLC-Gerät der Firma Labomatic In-
struments (Schweiz) verwendet. Die Elution erfolgte in 2 ml-Fraktionen mit
His-Tag-Elutionspuﬀer. Fraktionen, die das Fusionsprotein enthielten, wurden
zusammengefügt und über Nacht bei 4 ◦C gegen MBP-Waschpuﬀer dialysiert.
Im zweiten Reinigungsschritt erfolgte die Bindung der MBP-Fusionsproteine
an eine Amylose Resin-Säule (New England Biolabs, Frankfurt/Main). Diese
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wurde mit MBP-Waschpuﬀer gespült und anschließend die Proteine mit MBP-
Elutionspuﬀer in 1 ml-Fraktionen eluiert. Der MBP-Tag der rekombinanten
WNV-Proteine wurde durch Behandlung mit Factor Xa abgespalten. Je 4,5
mg des Fusionsproteins wurden mit 2x Reaktionspuﬀer und 40 µl Factor Xa (1
mg/ml) versetzt und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend
wurde ein Volumen 2x His-Tag-Waschpuﬀer zugegeben, der Ansatz ﬁltriert (0,2
µm) und das abgespaltene Zielprotein durch eine weitere His-Tag-Reinigung
isoliert. Die Fraktionen der rekombinanten Proteine wurden über Nacht ge-
gen PBS dialysiert (4 ◦C) und mittels Amicon Ultra Centrifugal Filters (Mil-
lipore, Schwalbach) aufkonzentriert. Die Proteinkonzentration wurde mittels
eines Pierce BCA Protein Assay Kits, entsprechend dem Herstellerprotokoll,
bestimmt. Für Proteinimmunisierungen gegen WNV kam rDIII zum Einsatz.
Rekombinantes ectoE-Protein wurde als Antigen für ELISpot-Analysen ver-
wendet.
2.2.4.2 Durchﬂusszytometrie
Mittels der Durchﬂusszytometrie wurde die EFGP-Expression bzw. die zellulä-
re Aufnahme Fluoreszenz-markierter pDNA (s. Abschnitt 2.2.2.10) analysiert.
Nach 48 Stunden wurden die transﬁzierten Zellen mit PBS gewaschen, mit
Trypsin-EDTA abgelöst und abzentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 1 ml
FCS-haltigen (1%) PBS resuspendiert und die Anzahl EGFP-exprimierender
Zellen bzw. durch markierte pDNA ﬂuoreszierende Zellen pro Ansatz (in %)
im Durchﬂusszytometer (BeckmanCoulter FC500) bestimmt. Die Messung er-
folgte bei einer Anregungswellenlänge von 480 nm.
2.2.4.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zum Nachweis einer speziﬁschen Proteinexpression werden Proteingemische
über ein SDS-Polyacrylamidgel (Rotiphorese Gel 30 (37,5:1); Roth) entspre-
chend ihres Molekulargewichts aufgetrennt [210]. Die Proteinextrakte wurden
mit 5x SDS-Probenpuﬀer versetzt und 5 min bei 95 ◦C gekocht. Aufgrund des
SDS erhalten die Proteine eine negative Ladung, wodurch sie entlang eines
elektrischen Feldes durch das Polyacrylamidgel zur Anode wandern, abhängig
von ihrer Größe. Die Bestimmung des Molekulargewichts der Proteine erfolgte
mit einem Proteinstandard (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder; Fer-
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mentas, St. Leon-Rot). Proteinbanden konnten durch Coomassie-Färbung im
Polyacrylamidgel detektiert werden.
2.2.4.4 Western Blot
In der Western-Blot-Analyse können Proteine durch Bindung von speziﬁschen
Antikörpern detektiert werden, nachdem diese vom Polyacrylamidgel elektro-
phoretisch auf eine Nitrozellulosemembran (Immuno-Blot PVDF Membran,
Bio-Rad Laboratories, München) übertragen wurden. Das Blotten erfolgte bei
4 ◦C in einer Nass-Blot-Kammer (Mini Trans-Blot Cell,Bio-Rad Laboratories,
München), entsprechend den Vorgaben des Herstellers. Anschließend wurden
unspeziﬁsche Proteinbindungsstellen blockiert, indem die Membran 2 h bei
Raumtemperatur oder über Nacht bei 4 ◦C in einer Blocklösung (5% (w/v) Ma-
germilch in PBS-0,1% Tween 20) inkubiert wurde. Für die Detektion der Pro-
teine wurden die Primärantikörper (WNV-E-Antiserum bzw. Seren geimpfter
Mäuse) 1:50 in der Blocklösung verdünnt und ebenfalls 2 h bei Raumteperatur
unter Schütteln mit der Membran inkubiert. Zum Nachweis WNV-speziﬁscher
Antikörpern in den Seren der geimpften Mäuse wurde ein Mini-PROTEAN II
Multiscreen Apparat (Bio-Rad Laboratories, München) verwendet. Nach drei-
maligen Waschen der Membran (je 10 min) mit PBS-0,1% Tween 20, erfolgte
eine weitere Inkubation (1 h) mit dem entsprechenden HRP-konjugierten Se-
kundärantikörper, verdünnt in Magermilchlösung (anti-Maus-Ig: 1:1000; anti-
Kaninchen-HRP: 1:2000). Anschließend wurde die Membran nochmals gewa-
schen und nachfolgend mit einer ECL-Substratlösung (Pierce ECL Western
Blotting Substrate, Thermo Fisher Scientiﬁc, Nidderau) behandelt. Antigen-
Antikörper-Komplexe konnten durch Übertragung der dabei ausgelösten Che-
milumineszenz auf einen Röntgenﬁlm (FUJI Medical X-Ray Film RX; Kisker
Biotech, Steinfurt) detektiert werden.
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2.2.5 Virologische Arbeiten
Alle Arbeiten mit WNV wurden in einem Labor der Biosicherheitsstufe S3
durchgeführt.
2.2.5.1 Anzucht und Reinigung von WNV
Eine Anzucht der WNV-Stämme erfolgte in VeroV76-Zellen, indem diese mit
einer Virussuspension (nicht titrierter WNV-haltiger Zellkulturüberstand) in-
ﬁziert und für ca. 5 Tage bei 37 ◦C unter 5% CO2-Zufuhr kultiviert wurden.
Nach Ausbildung eines zytopathischen Eﬀekts (cpe; cytopathic eﬀect), gekenn-
zeichnet durch das Ablösen des Zellrasens, wurden die Viren aus dem Zellkul-
turüberstand durch Ultrazentrifugation (Rotor SureSpin 630, 3 h, 4 ◦C, 25 000
rpm) über ein Saccharosekissen pelletiert und anschließend in PBS resuspen-
diert.
2.2.5.2 Bestimmung des WNV-Titers
Der Titer einer Virussuspension wird über die Tissue Culture Infectious Dose
50 (TCID50) beschrieben. Diese gibt an, bei welcher Virusverdünnung noch
50% einer Zellkultur inﬁziert werden. Die WNV-Titer-Bestimmung fand in
VeroV76-Zellen statt. Die Zellen wurden in 96-Well-Platten mit einer Dichte
von 7 x 103 Zellen/Well ausgesät. Am folgenden Tag wurde eine Verdünnungs-
reihe von 10−1 bis 10−11 der zu analysierenden Virussuspension in Zellkul-
turmedium hergestellt. Das alte Medium der Zellen wurde entfernt und 100
µl/Well jeder WNV-Verdünnungsstufe (10 Wells pro Verdünnung) zugegeben
und die Zellen fünf Tage bei 37 ◦C und 5% CO2 kultiviert. Die Berechnung
die TCID50 erfolgte anhand der Ausbildung eines zytopathischen Eﬀekts (cpe)
pro Virusverdünnung, nach der Formel von Reed und Muench [211]:
X =
(% cpe− positiv u¨ber 50%)− 50%
(% cpe− positiv u¨ber 50%)− (% cpe− positiv unter 50%)
log TCID50 = (log V erdu¨nnung u¨ber 50%) +X · log V erdu¨nnungsfaktor
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2.2.5.3 WNV-Infektion von HeLa-Zellen zur Expressionsanalyse zel-
lulärer miRNAs
HeLa-Zellen (3 x 105 Zellen/Flasche) wurden in T25-Zellkulturﬂaschen über
Nacht angezogen. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit frischem Medi-
um gewaschen und anschließend mit einer 1 x 104 TCID50 des WNV-Stamms
NY2000-crow3356 für eine Stunde bei 37 ◦C inkubiert. Nachfolgend wurde
die Virussuspension durch frisches Kulturmedium ersetzt. Die geeignete Vi-
rusdosis wurde zuvor durch Infektion der Zellen mit verschiedenen WNV-
Konzentrationen bestimmt. Bei einer TCID50 von 1 x 104 bildete sich nach
4 Tagen ein cpe, gekennzeichnet durch das verstärkte Ablösen des Zellrasens,
aus. Für die miRNA-Microarray-Analyse isolierte man einen bzw. drei Tage
nach der Infektion die Total-RNA der Zellen (s. Abschnitt 2.2.2.1). Damit
wurde gewährleistet, dass die miRNA-Proﬁle von vitalen inﬁzierten Zellen mit
denen nicht inﬁzierter Zellen verglichen werden konnten, bevor ein cpe eintrat.
2.2.6 Tierversuche
Impfstudien wurden mit 6-8 Wochen alten weiblichen Balb/c-Mäusen (Sociéte
Janvier, Le Genest-St-Isle, Frankreich) durchgeführt. Die Haltung der Tiere
in BSL 2- bzw. BSL 3-Tierlaboren (WNV-Infektion) entsprach den ethischen
Richtlinien für Tierexperimente von Deutschland und der Schweiz. Eine Impf-
gruppe bestand aus fünf Mäusen.
2.2.6.1 Immunisierungen von Mäusen
Die Immunisierung mit pDNA-gebundenen Partikeln (s. Abschnitt 2.2.2.12)
erfolgte über eine subkutane Applikation in die Nackenfalte der Tiere, mit je
300 µl pro Impfansatz. Für die DNA-Immunisierung wurden die Mäuse mit
Ketamin/Xylazin (5 mg/kg Xylazin und 100 mg/kg Ketamin; Bayer, Leverku-
sen) narkotisiert. Je 25 µl der Plasmid-DNA (pT-WNV-E bzw. pVAX-SV40, 1
mg/ml; s. Abschnitt 2.2.2.9) in 0,9% NaCl (w/v) wurden intramuskulär (i.m.)
in die rasierten Unterschenkel der Mäuse injiziert (29-Gauge-Nadel), gefolgt
von dem Elektroporationsschritt. Dafür wurde ein Elektroporationsgerät Cli-
nivet der Firma IGEA verwendet. Eine Elektrode mit vier Nadeln wurde an
der Inkjektionsstelle plaziert und zwei elektrische Pulse mit 450 V (50 µs)
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induziert, gefolgt von acht Impulsen mit niedriger Voltzahl (110 V, 20 ms)
in einem 20 ms-Intervall. Zur Proteinimmunisierung verabreichte man intra-
peritoneal (i.p.) 20 µg des rekombinanten WNV rDIII-Proteins (s. Abschnitt
2.2.4.1) in 100 µl PBS, zusammen mit 20 µg des CpG-reichen ODN 1826 (Eu-
roﬁns MWG) als Adjuvans. Nach der Grundimmunisierung folgten eine oder
zwei Boost-Impfungen in einem Zwei-Wochen-Intervall.
2.2.6.2 WNV-Infektion von Mäusen
Zur Bestimmung der letalen Dosis des WNV-Stamms IS-98-ST1 [212] inﬁzierte
man Mäuse mit 100 µl verschiedener Konzentrationen des Virus (2 x 107 bzw.
1 x 107 TCID50). Die Injektionen erfolgten intravenös in die Schwanzvene der
Tiere. Alle Mäuse, welche die hohe WNV-Dosis erhielten, zeigten nach fünf
Tagen deutliche Krankheitssymptome und mussten innerhalb von sieben Ta-
gen, entsprechend der festgelegten Terminationskriterien (s. Scoring-System
2.2.6.2.1), euthanasiert werden.
Zum Nachweis eines Schutzes geimpfter Mäuse gegen WNV, wurden diese
sechs Wochen nach der Grundimmunisierung mit der letalen Dosis (2 x 107
TCID50) des WNV-Stamms IS-98-ST1 intravenös inﬁziert und 15 Tage auf
klinische Symptome und Überleben beobachtet.
2.2.6.2.1 Scoring-System für WNV-inﬁzierte Mäuse Die Terminati-
on der in vivo-Infektionsexperimente wurden mittels eines Scoring-Systems (s.
Seite 53, Abb. 2.1) festgelegt (adaptiert von der Universität Virginia, USA).
Die Euthanasie der Tiere durch Begasung mit CO2 erfolgte, wenn ein oder
mehrere Kriterien mit der maximalen Bewertungsstufe (Score) 3 erreicht wur-
den bzw. eine Kombination mehrerer Scores den Wert 8 oder höher ergaben.
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Abbildung 2.1: Scoring-System zur Symptomatik einer WNV-Infektion in der Maus
2.2.7 Immunologische Arbeitstechniken
Sechs Wochen nach der Grundimmunisierung wurden die Mäuse euthanasiert,
durch Herzpunktion entblutet und die Milz zur Isolation von Splenozyten unter
sterilen Bedingungen entnommen (s. Abschnitt 2.2.3.6). Das Serum der Tiere
wurde gesammelt und bis zur Analyse bei −20 ◦C gelagert.
2.2.7.1 ELISA
WNV-speziﬁsche Antikörper (IgG) in den Seren geimpfter Mäuse wurden mit-
tels ELISA detektiert. Mikrotiterplatten (polysorb; Nunc, Roskile, Dänemark)
wurden über Nacht mit 4 ng rDIII in 100 µl 50 mM Na2CO3 bei 4 ◦C beschich-
tet. Die Platten wurden am folgenden Tag dreimal mit Waschpuﬀer (PBS +
0,05% Tween 20) gespült und zwei Stunden mit einer 5%-Magermilchlösung
(in PBS) bei Raumtemperatur geblockt. Nach weiterem Waschen wurden 100
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µl/Well der Mausseren in Triplikaten aufgetragen und das Ganze für eine wei-
tere Stunde inkubiert. Die Seren jeder Impfgruppe wurden dafür gepoolt und
1:100 mit der Blocklösung verdünnt. Als Positivkontrolle wurde ein murines
WNV-Immunserum (freundlicher Weise zur Verfügung gestellt von Dr. M. S.
Diamond, Washington University School of Medicine, USA) eingesetzt. Nach
erneutemWaschen gab man 100 µl/Well des verdünnten HRP-konjugierten Se-
kundärantikörpers anti-Maus-Ig (1:1000 in Magermilchlösung) hinzu und in-
kubierte die Platten für 1 h bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die
Platten wieder gewaschen, 100 µl/Well TMB-Substratlösung (TMB Substrate
Reagent Set; BioLegend, Fell) zugegeben und ca. 20 bis 30 min abgedunkelt in-
kubiert. Nach Eintritt einer deutlichen Blaufärbung wurde die Reaktion durch
Zugabe von 1 M H2SO4 (50 µl/Well) abgestoppt und es fand ein Farbumschlag
von blau zu gelb statt. Die photometrische Quantiﬁzierung der Farbreaktion
erfolgte bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenz 570 nm) im Tecan Mi-
croplate Reader. Für den EAV-ELISA, zur Auswertung der Immunisierung
mit pDNA/H-P-Partikeln, wurden vollständige, denaturierte EAV-Partikel als
Antigen (0,3 µg) eingesetzt.
2.2.7.2 Virusneutralisationstest
Titer neutralisierender Antikörper (nt AKs) gegen WNV wurden mittels ei-
ner Virusneutralisationstest bestimmt. Dafür wurden VeroV76-Zellen mit ei-
ner Zelldichte von 7000 Zellen/Well (100 µl) in einer 96-Well-Platte für 24 h
kultiviert. Zur Inaktivierung des Komplementsystems wurden die Mausseren
30 min bei 56 ◦C inkubiert und anschließend eine Verdünnungsreihe von 1:8 bis
1:256 in Kulturmedium (2% FCS) hergestellt. Zu diesen Ansätzen wurden glei-
che Volumina von je 200 TCID50 (in Medium mit 2% FCS) des WNV-Stamms
NY2000-crow3356 zugefügt. Demzufolge wurden die Seren nochmals 1:2 ver-
dünnt und die Endkonzentration des WNV pro Ansatz entsprach 100 TCID50.
Die Serum-Virus-Ansätze wurden 1 h bei 37 ◦C inkubiert und nachfolgend zu
den Zellen gegeben (50 µl/Well; Triplikate). Nach einer weiteren Inkubation
(1 h) bei 37 ◦C unter CO2-Zufuhr erfolgte ein Austausch der Serum-Virus-
Suspensionen mit 100 µl frischem Kulturmedium (5% FCS, 1% Pen/Strep).
Die Zellen wurden weitere 5 Tage kultiviert. Titerbestimmung der nt Aks fand
über die Anaylse eines zytopathischen Eﬀekts (cpe) statt. Neutralisierende Ak-
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tivität war gegeben solange in zwei von drei Wells mit inﬁzierten Zellen kein
cpe beobachtet wurde [211] .
2.2.7.3 Nachweis zellulärer Immunantworten
Zelluläre Immunreaktionen, ausgelöst durch die Immunisierungen, wurden über
die Produktion des Zytokins IFN-γ infolge einer Restimulation der murinen
Splenozyten mit rekombinantem WNV-Protein nachgewiesen. Die Detektion
der Antigen-speziﬁschen IFN-γ-Aktivität erfolgte mittels eines ELISpot-Kits
der Firma Mabtech (Hamburg) nach der Anleitung des Herstellers. Dabei
kamen mit einer PVDF-Membran beschichtete Mikrotiterplatten (Millipore,
Schwalbach) zum Einsatz. Die Splenozyten der geimpften Mäuse wurden auf-
getaut, die entsprechenden Impfgruppen gepoolt und eine Zellzahl von 4 x 106
Zellen/ml eingestellt. Die Kultivierung der Milzzellen erfolgte in RPMI-1640-
Medium supplementiert mit 10% FCS, 1% Pen/Strep (v/v) und β-Mercapto-
ethanol (50 µM). Je 50 µl der Zellsuspension (Triplikate) wurden in den mit
dem ersten IFN-γ-Antikörper preinkubierten Wells vorgelegt. Die Stimulation
der Splenozyten fand durch Inkubation (24 h, bei 37 ◦C und 5% CO2) mit je
50 µl an rekombinanten WNV-Protein (r-ectoE, 20 µg/ml in Kulturmedium)
sowie rekombinantem MBP-Protein (20 µg/ml) (s. Abschnitt 2.2.4.1)bzw. rei-
nem Medium als Negativkontrollen statt. Anschließend erfolgte die Detektion
des gebildeten IFN-γ nach den Vorgaben des ELISpot-Protokolls. Als Sub-
strat für die alkalische Phosphatase-Reaktion wurde eine BCIP/NBT-Lösung
(100 µl/Well) der Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) verwendet und die Plat-
ten dann 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Bildung deutlicher
dunkelblau-gefärbter Spots wurde die Reaktion mit Wasser abgestoppt und die
Membranen getrocknet. Anschließend konnte die Anzahl der Spots sowie die
Zytokinaktivität in einem ELISpot-Reader quantiﬁziert werden. Zur Bestim-
mung statistisch signiﬁkanter Unterschiede (P<0,05 ) zwischen den Gruppen
wurde ein zweiseitiger t-Test angewendet.
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Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Teil I: Entwicklung eines DNA-Impfstoﬀs am
Beispiel West-Nil-Virus
Bisher sind verschiedene WNV-Impfstoﬀe für den veterinärmedizinischen Be-
reich zugelassen. Dennoch ist deren Anwendung stark limitiert, da sie nur eine
geringe Immunogenität aufweisen, und in der Regel häuﬁge Auﬀrischungen nö-
tig sind [113, 52], um einen eﬀektiven Schutz gegen WNV zu gewährleisten.
Ziel dieses Projektes war es, einen immunologisch eﬃzienten und biologisch
sicheren DNA-Impfstoﬀ-Kandidaten gegen diese Virusinfektion zu entwickeln.
3.1.1 Herstellung eines WNV-DNA-Vektors
Neutralisierende Antikörper werden hauptsächlich gegen das E (envelope)-
Oberﬂächenprotein von Flaviviren gebildet, einige auch gegen prM/M [96, 76].
Antikörper die das Nichtstrukturprotein NS1 binden, schützen ebenfalls vor
einer WNV-Infektion [213, 97]. Das WNV E-Protein stellt ein vielversprechen-
des Antigen für die Entwicklung von Impfstoﬀtherapien dar, da es mehrere
neutralisierende Epitope besitzt [44, 94]. Deshalb setzte man auch in die-
ser Studie das immunogene E-Protein als Antigen ein. Für die Konstrukti-
on eines WNV E-kodierenden DNA-Vektors wurde cDNA des WNV-Stammes
NY2000-crow3356 hergestellt und von dieser die kodierende Gensequenz des
WNV Wildtyp-E-Proteins (wtE) mittels PCR ampliﬁziert. Das PCR-Produkt
wurde in den Vektor pVAX-SV40 integriert, der auf dem eukaryotischen Ex-
pressionsvektor pVAX1 basiert, welcher durch die Integration von zwei SV40
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enhancer -Elementen (jedes mit 72 bp) upstream des CMV-Promotors modiﬁ-
ziert war. Die SV40-Sequenz erhöht nachweislich den Import von DNA in den
Nukleus, wodurch eine gesteigerte Expression des kodierenden Antigens ermög-
licht wird [214, 204]. Die fehlerfreie Integration des WNV E-Gens wurde mittels
Sequenzanalyse überprüft und die Expression des Genproduktes nach transi-
enter Transfektion des entstandenen WNV-Konstrukts (pWNV-E) in HeLa-
Zellen analysiert. Eine Western Blot- Analyse zeigte, dass das wtE-Protein
nur sehr schwach exprimiert wurde (Abb. 3.1, Spalte 2). Deshalb wurden wei-
tere Modiﬁkationen vorgenommen, die zu einer erhöhten Antigenexpression
führten. Die hydrophobe Transmembranregion am Carboxy-Terminus des E-
Proteins wurde deletiert, um die Löslichkeit des Proteins in den Zellen zu
erhöhen, da auf diese Weise eine Verankerung in zellulären Membranen ver-
hindert wird. Dafür wurde in einer PCR die kodierende Gensequenz der Ekto-
domäne (Aminosäuresequenz 1-401; [205]) des E-Proteins (ectoE) ampliﬁziert.
Zusätzlich wurde in dieser PCR-Reaktion eine sekretorische Signalsequenz des
murinen Tissue Plasminogen Activator -Proteins (TPA) an den N-Terminus
des ectoE-Proteins in-frame eingefügt. Dadurch sollte die Sekretion des WNV-
Antigens von transﬁzierten Zellen ermöglicht werden, mit dem Ziel eine ver-
stärkte Immunreaktion im geimpften Organismus hervorzurufen. Das entstan-
dene PCR-Produkt, TPA-ectoE, wurde in das Plasmid pVAX-SV40 integriert
und die Proteinexpression durch Transfektion in HeLa-Zellen überprüft. Dies
zeigte eine signiﬁkant verstärkte Expression des TPA-ectoE (46,3 kDa) (Abb.
3.1, Spalte 3) im Vergleich zum wtE (Spalte 2). Zudem konnte das Protein
auch im Zellkulturüberstand nachgewiesen und die TPA-vermittelte Sekretion
bestätigt werden. In Spalte 7 wurde als Positivkontrolle inaktiviertes WNV
aufgetragen und das virale Wildtyp-E-Protein (54 kDa) detektiert. Der poten-
tielle DNA-Impfstoﬀkandidat - bezeichnet als pT-WNV-E - ist graphisch in
Abbildung 3.2 dargestellt.
59
Abbildung 3.1: Analyse der Expression von TPA-ectoE im Vergleich zum wtE-Protein mittels Wes-
tern Blot. Spalte 1, Lysat unbehandelter HeLa-Zellen; Spalte 2, Expression des wtE im Lysat pWNV
E-transﬁzierter Zellen und Spalte 3, TPA-ectoE-Expression. Spalte 4-6, Zellkulturüberstände unbehan-
delter HeLa-Zellen, mit pWNV-E (5) und pT-WNV-E (6) transﬁzierter Zellen. Spalte 7, Detektion des
viralen WNV E-Proteins von inaktiviertem WNV als Antigen.
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der WNV DNA-Impfstoﬀkandidaten pT-WNV-E. CMV:
eukaryotischer CMV-Promotor. BamHI und PstI: Restriktionsschnittstellen zur Integration der T-
WNV-E-Sequenz. BGH pA: BGH-PolyA-Site, Kan: Kanamicin-Resistenz, pUC ori: Replikationsur-
sprung. MluI: Restriktionsschnittstelle zur Integration des SV40 enhancer-Fragments.
3.1.2 WNV-Impfstudie
Die Eﬀektivität des pT-WNV-E wurde in einer Mausimpfstudie getestet und
mit einer rekombinanten WNV-Proteinimmunisierung bzw. einer heterologen
prime-boost Impfstrategie verglichen. Bei dieser Impfung erfolgte eine Grun-
dimmunisierung der Tiere mit pT-WNV-E (Prime), die durch einen bzw. zwei
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Boosts mit rekombinantem WNV-Protein ergänzt wurde. Zur DNA-Impfung
wurde die in vivo-Elektroporation angewendet [147]. Die DNA-Lösung wurde
zunächst intramuskulär (i.m.) in den Unterschenkel des Hinterbeins der Maus
injiziert, gefolgt von mehreren schwachen Stromimpulsen. Rekombinante Pro-
teine wurden intraperitoneal (i.p.) appliziert. Die Impfungen erfolgten in einem
Zwei-Wochen-Intervall und die Induktion WNV-speziﬁscher Immunreaktionen
wurde sechs Wochen nach der Grundimmunisierung ausgewertet.
Für die Impfstudie wurden weibliche Balb/c-Mäuse in einem Alter von 6-8
Wochen eingesetzt. Eine Impfgruppe bestand aus 5 Mäusen, und als Negativ-
kontrollen wurden nicht-geimpfte bzw. mit dem leeren pVAX-SV40-geimpfte
Mäuse verwendet.
3.1.2.1 Rekombinante Expression und Aufreinigung der Domäne
III des WNV E-Proteins
Das WNV E-Protein setzt sich aus drei Domänen (DI-III) sowie einer C-
terminalen hydrophoben Transmembranregion zusammen. Jede der Domänen
enthält Epitope, die die Bildung von Antikörpern induzieren. Doch speziell die
hoch immunogene DIII kann eine eﬃziente Neutralisierung stimulieren [44, 94].
Die Domäne III des WNV E-Proteins wurde als rekombinantes Protein expri-
miert. Die kodierende Gensequenz von DIII wurde nach PCR-Ampliﬁkation in
den bakteriellen Expressionsvektor pMAL-c2X integriert, welcher durch Inser-
tion eines C-terminalen His-Tags, bestehend aus 6 Histidinresten, modiﬁziert
war. Dies resultierte in der Expression eines WNV DIII-MBP-Fusionsproteins
mit zusätzlichem C-terminalem His-Tag. Die Aufreinigung erfolgte anschlie-
ßend nach einem Tandem-Aﬃnitätsprotokoll (Abb. 3.3). Das Fusionsprotein
wurde zunächst mittels Flüssigchromatographie über den His-Tag aus dem
bakteriellen Rohextrakt isoliert. Nach anschließender Aufreinigung über ei-
ne Amylose-Säule, wurde das MBP-Protein abgespalten und das rDIII-His-
Protein (rDIII) durch eine weitere His-Tag-Reinigung isoliert. Das resultie-
rende WNV-Protein wurde zusammen mit einem CpG-reichen Oligonukleotid
(ODN 1826) als Adjuvans für die Proteinimmunisierung eingesetzt.
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Abbildung 3.3: SDS-PAGE zum Nachweis der bakteriellen Expression und Aufreinigung der Domäne
III (rDIII) des WNV E-Proteins. Spalte 1, Aufreinigung des rekombinanten MBP-Fusionproteins über
Nickel- und Amylose-basierende Aﬃnitätschromatographie; Spalte 2, proteolytische Entfernung des
MBP-Proteins durch Factor Xa; Spalte 3 und 4, zweite Nickel-Aﬃnitätschromatographie zur Trennung
der MBP und His-Tag-gekoppelten rDIII-Proteine.
3.1.2.2 Induktion der zellulären Immunität
Ein Faktor zum Nachweis speziﬁsch induzierter zellulärer Immunreaktionen
ist die Messung der Interferon-γ (IFN-γ)-Produktion nach Stimulation mit
einem entsprechenden Antigen. Das IFN-γ wurde durch einen ELISpot-Test
gemessen. Splenozyten der geimpften Mäuse wurden mit einem speziﬁschen
WNV-Antigen, in diesem Fall rekombinantes r-ectoE, für 24 Stunden stimu-
liert. Anschließend wurde das produzierte IFN-γ mittels eines murinen IFN-
γ-IgGs detektiert und gemessen. Zur Kontrolle erfolgte parallel eine Stimu-
lation der Splenozyten mit einem WNV-unspeziﬁschen Protein (hier MBP)
bzw. nur mit reinem Zellkulturmedium. In Abbildung 3.4 sind die Ergebnis-
se dieser Analyse zusammengefasst. Die Impfung mit pT-WNV-E induzier-
te eine klare WNV-speziﬁsche IFN-γ-Aktivität. Dagegen konnte kein IFN-γ
durch die Inkubation der Zellen mit MBP oder nur Medium nachgewiesen.
Dieser WNV-speziﬁsche Eﬀekt wurde durch einen zusätzlichen pDNA-Boost
weiter gesteigert. Ebenfalls löste die dreifache Immunisierung mit rDIII eine
WNV-speziﬁsche IFN-γ-Aktivität aus. Doch war diese signiﬁkant (P<0,05 )
geringer, als die zweifache pDNA-Impfung. Splenozyten von Mäusen, die mit
pT-WNV-E und ein bzw. zwei anschließenden rDIII-Boosts immunisiert wur-
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den, erreichten eine IFN-γ-Aktivität ähnlich zu zwei pT-WNV-E-Injektionen.
Demzufolge rief jede der drei Impfstrategien eine Aktivierung des zellulären
Immunsystems hervor. In Splenozyten von Kontrollmäusen, die nur mit dem
leeren Vektor pVAX-SV40 immunisiert wurden, konnte, wie erwartet, keine
WNV-speziﬁsche IFN-γ-Aktivität detektiert werden. Es wurde deutlich, dass
speziell die Immunisierung mit zwei pT-WNV-E-Dosen bzw. mit pT-WNV-
E und mindestens einem rDIII-Boost signiﬁkant eﬀektiver war als eine reine
Proteinimpfung mit drei rDIII-Dosen ohne DNA-Prime.
Abbildung 3.4: Bestimmung der WNV-speziﬁschen IFN-γ-Aktivität infolge einer Immunisierung.
Splenozyten geimpfter Mäuse wurden für 24 Stunden mit Zellkulturmedium (hellgraue Balken), rekom-
binantem WNV ectoE-Protein (dunkelgraue Balken) bzw. rekombinanten MBP-Protein (weiße Balken)
stimuliert. Mittels einer ELISPot-Analyse wurde die IFN-γ-Aktivität gemessen (a.u. = arbitrary units).
Statistisch signiﬁkante Unterschiede der IFN-γ-Werte sind durch einen Stern gekennzeichnet. Darstel-
lung der Mittelwerte aus Vierfachbestimmungen, Fehlerbalken entsprechend der SD.
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3.1.2.3 Induktion humoraler Immunantworten
Die Bildung von WNV-speziﬁschen Antikörpern infolge der Impfungen wur-
de durch Western Blot-Analyse und ELISA überprüft. Für die Immunoblot-
Analyse wurden vollständige, denaturierte WNV-Partikel als Antigen einge-
setzt. Hierbei konnte in den Seren aller geimpften Mäuse, unabhängig der
Impfstrategie, WNV-speziﬁsche Antikörper detektiert werden (Abb. 3.5), da-
gegen nicht in negativen Kontrolltieren.
Abbildung 3.5: Western Blot-Analyse zum Nachweis WNV-speziﬁscher IgG-Antikörper infolge ei-
ner WNV-Impfung. Als Antigen wurden denaturierte WN-Virionen eingesetzt. Für jede Impfgruppe
sind zwei repräsentative Seren dargestellt. Spalte 1, Negativkontrolle (Impfung mit dem leeren pVAX-
SV40); Spalte 2-3, WNV-speziﬁsche IgGs nach einer pT-WNV-E-Injektion; Spalte 4-5, zwei pT-WNV-
E-Injektionen; Spalte 6-7, drei Dosen rDIII; Spalte 8-9 und 10-11, pT-WNV-E und eine bzw. zwei
Dosen rDIII. Spalte 12, Positivkontrolle mit WNV E-Antiserum.
Für den ELISA wurde das rDIII als Antigen eingesetzt. Die Ergebnisse der
Western Blot-Analyse konnten bestätigt werden, da WNV-speziﬁsche Antikör-
per auch hier durch jede der drei Impfstrategien detektiert wurden (Abb. 3.6).
Infolge der DNA-Immunisierung ﬁel die Antikörperreaktion deutlich niedriger
aus, als bei der reinen Proteinimpfung. Auch durch einen zweiten DNA-Boost
konnte diese nicht gesteigert werden. Dagegen reichte bei DNA-immunisierten
Tieren eine zusätzliche rDIII-Dosis aus, um die humorale Immunantwort um
das Doppelte zu erhöhen. Dieser Eﬀekt konnte durch eine weitere rDIII-Dosis
nochmals gesteigert werden. In negativen Kontrollmäusen wurden hingegen
keine WNV-speziﬁschen Antikörper induziert.
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Abbildung 3.6: Detektion WNV-speziﬁscher Antikörper infolge der Immunisierung mittels ELISA,
mit rDIII (4 ng/Well) als Antigen. Die Seren der Mäuse jeder Gruppe wurden gepoolt. Negativkontrolle
(n.c.) waren Tiere, die mit dem leeren Vektor pVAX-SV40 geimpft wurden. Als Positivkontrolle (p.c.)
wurde ein murines WNV-Immunserum eingesetzt. Mittelwerte aus Triplikaten ± SD.
3.1.2.4 Nachweis neutralisierender Antikörper
Zur weiteren Charakterisierung der Antikörperreaktionen wurden diese im Fol-
genden auf ihre neutralisierende Aktivität untersucht. Seren der geimpften
Mäuse wurden einem Virusneutralisationstest unterzogen und die Protektion
gegen WNV-Infektionen auf Zellkulturbasis beobachtet. Die Titer der neutra-
lisierenden Antikörper (nt Aks) sind in Abbildung 3.7 graphisch zusammen-
gefasst. Seren negativer Kontrollmäuse riefen keine Neutralisierung der Virus-
partikel hervor, was durch einen zytopathischen Eﬀekt in inﬁzierten Zellen
bestimmt wurde. In drei der fünf Seren von Mäusen, immunisiert mit einer
Dosis des WNV DNA-Vakzinkandidaten, wurden Titer nt Aks von 1:16 bis
1:32 nachgewiesen. Eine zweifache Impfung mit pT-WNV-E löste in allen Tie-
ren dieser Gruppe eine nt AK-Reaktion mit Titern von 1:16 bis 1:256 aus.
Indes konnte in ausschließlich proteinimmunisierten Mäusen keine neutralisie-
rende Aktivität im Rahmen der gemessenen Serumverdünnungen von 1:16 bis
1:512 bestimmt werden. Die Kombination der DNA-Immunisierung mit einer
rDIII-Proteindosis führte zu einer Steigerung der neutralisierenden Aktivität.
Während bei einem Tier dieser Gruppe keine Neutralisierung gemessen wur-
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de, ließen sich in den übrigen Seren dieser Gruppe Titer von 1:64 und höher
bestimmen. In DNA-geimpften Mäusen, die zwei zusätzliche rDIII-Injektionen
erhalten haben, wurden mehrheitlich hohe Titer neutralisierender Antikörper
von 1:512 erreicht, dem gesetzten oberen Limit dieses Tests.
Abbildung 3.7: Titer neutralisierender Antikörper (nt Aks) infolge der Immunisierung. Die Seren
immunisierter Mäuse wurden entsprechend der dargestellten Skala verdünnt (Minimum 1:16, Maximum
1:512) und in einem Virusneutralisationstest auf Protektion gegen eine WNV-Infektion überprüft. Jede
Säule repräsentiert den nt AK-Titer einer einzelnen Maus.
3.1.2.5 Protektion gegen eine WNV-Infektion durch Immunisie-
rung mit pT-WNV-E
Die Eﬀektivität des potenziellen DNA-Impfstoﬀes gegenWNV-Infektionen wur-
de in einem Mausexperiment analysiert und mit den beiden zusätzlich getes-
teten Impfmethoden verglichen. Balb/c-Mäuse wurde zum einem mit einer
pT-WNV-E-Injektion bzw. drei Dosen an rDIII-Protein allein immunisiert.
Eine weitere Gruppe wurde der heterologen prime-boost-Impfmethode unter-
zogen, indem nach einer pT-WNV-E-Injektion zwei rDIII-Boosts verabreicht
wurden. Eine Kontrollgruppe erhielt eine Dosis des leeren Plasmids pVAX-
SV40. Sechs Wochen nach der Grundimmunisierung wurden die Tiere mit einer
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letalen Dosis des WNV-Stamms IS-98-ST1 inﬁziert. Dieser Stamm besitzt ei-
ne 100%ige Übereinstimmung der E-Proteinsequenz zu pT-WNV-E. Die letale
Dosis wurde zuvor bestimmt, indem Mäuse mit verschiedenen Konzentrationen
des WNV IS-98-ST1 intravenös inﬁziert und über einen Zeitraum von sieben
Tagen auf Krankheitssymptome und Überleben beobachtet wurden. Mäuse, die
eine TCID50 von 2 x 107 erhielten, zeigten nach fünf Tagen erste Symptome
und mussten innerhalb von sieben Tagen entsprechend der festgelegten Termi-
nationskriterien euthanasiert werden. Nach der WNV-Infektion der geimpften
Tiere, wurden diese nun für weitere 15 Tage auf klinische Symptome und ihr
Überleben beobachtet (Abb. 3.8). In negativen Kontrollmäusen (pVAX-SV40)
wurden bereits nach fünf Tagen erste Krankheitssymptome beobachtet, wie ein
gesträubtes Fell, gebückte Sitzhaltung, verringerte Aktivität bis hin zu einem
drastischen Gewichtsverlust. Diese Tiere wurden daraufhin innerhalb von sechs
Tagen nach der Infektion euthanasiert. Dagegen überlebten die geimpften Tie-
re ohne auﬀällige Symptome und unabhängig der angewendeten Impfstrategie.
Diese Ergebnisse zeigen, dass bereits eine durch in vivo-Elektroporation ver-
stärkte i.m.-Dosis des potentiellen WNV-DNA-Impfstoﬀs pT-WNV-E, einen
100%igen Schutz gegen WNV-Infektion hervorrufen kann.
Abbildung 3.8: Protektion geimpfter Mäuse nach einer Infektion mit einer letalen WNV-Dosis. Die
Überlebensrate wurde 15 Tage nach Infektion (p.i.) bestimmt. Gruppe 1 erhielt eine Injektion mit
pT-WNV-E; Gruppe 2 bekam eine pT-WNV-E-Dosis und zwei rDIII-Boosts. Gruppe 3 wurde mit drei
Dosen rDIII und Gruppe 4 mit dem leeren DNA-Vektor pVAX-SV40 immunisiert. Kontrollmäuse waren
nicht inﬁziert (Gruppe 5).
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3.2 Teil II: Optimierung des nicht-viralen Gen-
transfers
Ein Hauptproblem der DNA-Impftechnik stellt die sehr geringe Antigenex-
pression von nicht-viralen DNA-Vektoren dar. Dadurch können keine eﬃzien-
ten Immunantworten gegen die entsprechenden Antigene im Zielorganismus
ausgelöst werden. Nur ein sehr geringer Teil nackter Plasmid-DNA erreicht
den Zellkern, wo die Transkription des Zielgens erfolgt. Große Mengen des
DNA-Vektors sind daher notwendig, damit sichergestellt werden kann, dass
einige wenige dieser Vektoren vom extrazellulären Raum aufgenommen und
bis in den Zellkern nicht-mitotischer Zellen transportiert werden [215]. Nach
zytoplasmatischer Injektion von Plasmid-DNA erreichen nur 0.10.001% da-
von den Zellkern und werden transkribiert [216]. Diese Problematik wurde im
zweiten Teil dieser Doktorarbeit bearbeitet. Ziel war es, die Proteinexpression
von DNA-Vektoren systematisch zu optimieren, indem eine erhöhte Aufnahme
exogener DNA in die Zelle sowie der nachfolgende Transfer in den Nukleus
erreicht wurden. Dafür wurden verschiedene Techniken in in vitro getestet.
3.2.1 Transfektion von pVAX/EGFP und Nachweis der
EGFP-Expression
Für den Nachweis der in vitro-Transfektionseﬃzienz wurde ein DNA-Plasmid
hergestellt, welches das EGFP-Gen (enhanced green ﬂuorescent protein)kodiert.
Die EGFP-Sequenz wurde mittels PCR ampliﬁziert. Als Template dieser PCR-
Reaktion wurde der pGJ3 egfp-Vektor verwendet. Das entstandene PCR-Produkt
wurde anschließend in den Vektor pVAX-SV40 integriert(pVAX/EGFP), wel-
cher die Expression des Proteins unter Kontrolle eines CMV-Promotors in
eukaryotischen Zellen ermöglichen sollte. Mehrere Klone wurden nachfolgend
durch Plasmidisolierung und Restriktionsverdau mit BamHI und ApaI auf
eine erfolgreiche Integration der EGFP-Gensequenz untersucht. Eine Über-
prüfung der vollständigen und korrekten Sequenz des EGFP-Gens fand durch
eine Sequenzanalyse statt. Zum Nachweis der EGFP-Expression erfolgte eine
transiente Transfektion des pVAX/EGFP in VeroV76-Zellen. Nach 24 Stun-
den wurden 85,5% EGFP-positive Zellen mittels Durchﬂusszytometrie gemes-
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sen (Abb. 3.9). Dagegen konnte keine Expression in Kontrollzellen festgestellt
werden.
Abbildung 3.9: Durchﬂusszytometrie zum Nachweis der EGFP-Expression in VeroV76-Zellen. A,
Negativkontrolle; B, Transfektion von pVAX/EGFP mittels Lipofectamine 2000 (Invitrogen).
3.2.2 Komplexierung von pVAX/EGFP mittels Histon-
extrakten
Der zelluläre Import und Transfer in den Zellkern von DNA-Impfstoﬀen wird
vorrangig durch die Größe der DNA-Vektoren und deren negative Ladung auf-
grund ihrer Phosphatgruppen limitiert. Deshalb wurde in dieser Arbeit die
Komplexierung der Plasmid-DNA durch natürliche Histonextrakte, isoliert aus
Erythrozyten vom Huhn bzw. aus dem Thymus von Kälbern, getestet.
3.2.2.1 Evaluierung der Histonextrakte
Die DNA-Bindung und -Komplexierung durch Histone wurde in einem Agarose-
gel-Retardationstest untersucht. Nach Inkubation der Plasmid-DNA (pDNA)
mit ansteigenden Histonkonzentrationen erfolgte die Analyse durch eine Agaro-
segelelektrophorese (s. Seite 70, Abb. 3.10 A+B). Ungebundene pDNA-Moleküle
wurden entlang des elektrischen Feldes aufgetrennt (Spalte 1). Dagegen war ein
deutlicher Gel-Shift bei Histon-komplexierter pDNA erkennbar. Die Interakti-
on der basischen Histonproteine mit der negativ geladenen DNA erschwerte ei-
ne ladungsspeziﬁsche Wanderung der Komplexe im Agarosegel. Erste sichtbare
Komplexbildungen traten mit Kälberhistonen ab einem Verhältnis von DNA zu
Histonen (w/w) von 1:0,5 auf (Abb. 3.10 A). Mit zunehmender Histonkonzen-
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tration wurde dieser Eﬀekt weiter verstärkt. Eine vollständige Komplexierung
der Plasmid-DNA war mit einem Verhältnis von 1:1.25 erreicht. Eine ladungs-
abhängige Auftrennung der pDNA-Histon-Komplexe war nicht mehr möglich,
und sie wurden in den Geltaschen zurück gehalten. Ähnliche Eﬀekte traten
mit Hühnerhistonen auf (Abb. 3.10 B). Ab einem pDNA-Histon-Verhältnis
von 1:1, waren erste Komplexbildungen erkennbar. Eine vollständige Bindung
der pDNA wurde mit einem Verhältnis von 1:3,5 erreicht.
3.2.2.2 Transfektionseﬀzienz der pDNA-Histon-Komplexe
Verschiedene Zusammensetzungen der pDNA-Histone-Komplexe wurden in zwei
ﬁbroblastischen Zelllinien, VeroV76 (Grüne Meerkatze) und BHK-21 (Hams-
ter), auf ihre Transfektionseﬃzienz getestet. Die Zellen wurden zwei Tage mit
den pDNA-Komplexen inkubiert und anschließend die EGFP-Expression mit-
tels Durchﬂusszytometrie bestimmt. Parallel dazu wurden Zellen mit unkom-
plexierten pVAX/EGFP inkubiert und unbehandelte Zellen dienten als Ne-
gativkontrolle. Der Anteil EGFP-positiver Zellen ist in den Abbildungen 3.11
und 3.12 (s. Seite 71, 72) dargestellt. Eine Inkubation mit Histon-komplexierter
pDNA bewirkte keine klare Steigerung der Proteinexpression im Vergleich zu
Kontrollzellen, unabhängig der Zelllinie und des Histontyps. Auch mit zuneh-
mender Histonmenge wurde dieser Eﬀekt nicht wesentlich verbessert. Die Kom-
plexierung von Plasmid-DNA mit Histonen in einem Verhältnis von 1:128 führ-
te zu einer leicht erhöhten Transfektionseﬃzienz, bis zu 10%, in BHK21-Zellen
(Abb. 3.12 A+B). Komplexe mit dieser Histonmenge zeigten aber auch eine
deutliche Toxizität in beiden Zelllinien. Zudem bildeten sich mit zunehmen-
dem Histonanteil Präzipitate, wodurch diese Komplexe für den nicht-viralen
Gentransfer nicht geeignet waren.
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Abbildung 3.10: Agarosegel-Retardationstest zum Nachweis der pDNA-Komplexierung durch na-
türliche Histonextrakte. Inkubation der pDNA mit zunehmender Menge an (A) Histonextrakten aus
dem Thymus von Kälbern bzw. (B) mit Histonen aus Erythrozyten von Hühnern. Als Kontrolle wurde
nicht-komplexierte DNA aufgetragen (Spalte 1).
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Abbildung 3.11: Transfektionseﬃzienzen von pDNA-Histon-Komplexen in VeroV76-Zellen. Messung
der EGFP-Expression mittels Durchﬂusszytometrie nach 48 h. Zellen wurden inkubiert mit Partikeln
zusammengesetzt aus pVAX/EGFP (pDNA) und (A) Kälberhistonen bzw. (B) Hühnerhistonen. Ver-
gleich mit unbehandelten Zellen als Negativkontrolle (NK) bzw. mit pDNA allein inkubierten Zellen.
Mittelwerte von 3-5 Experimenten. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung (standard de-
viation = SD).
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Abbildung 3.12: Transfektionseﬃzienzen von pDNA-Histon-Komplexen in BHK-21-Zellen. Messung
der EGFP-Expression mittels Durchﬂusszytometrie nach 48 h. Zellen wurden inkubiert mit Partikeln
zusammengesetzt aus pVAX/EGFP (pDNA) und (A) Kälberhistonen bzw. (B) Hühnerhistonen. Ver-
gleich mit unbehandelten Zellen als Negativkontrolle (NK) bzw. mit pDNA allein inkubierten Zellen.
Mittelwerte von 3-5 Experimenten. Fehlerbalken entsprechen der SD.
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3.2.3 Einsatz von Polyethylenimin (PEI) zur optimierten
Transfektion von pDNA-Histon-Komplexen
Ein weiterer Ansatz für eine optimierte Antigenexpression war die Verwendung
des synthetischen kationischen Polymers Polyethylenimin, kurz PEI. Dieses
Reagenz wurde bereits in verschiedenen in vitro-Transfektionsstudien erfolg-
reich angewendet. Gute Transfektionseﬃzienzen konnten mit PEI bei hohen
molaren N/P-Verhältnissen erzielt werden [164]. Sein Einsatz für den in vi-
vo-Gentransfer ist jedoch limitiert, da ein hoher Transfektionseﬀekt mit einer
starken Toxizität von PEI auf Zellen und dem Organismus korreliert [169]. Um
Zytotoxizität von PEI in dieser Studie zu vermeiden, wurde das Polymer nur
in sehr geringen, nicht toxischen Konzentrationen (N/P 2 und 3) als Zusatz
für die pDNA-Histon-Komplexe (pDNA/H-P) verwendet.
3.2.3.1 Interaktion zwischen PEI und pDNA bzw. pDNA-Histone-
Komplexen PEI bei geringem N/P-Verhältnissen
Ein Agarosegel-Retardationstest wurde durchgeführt, um eine Komplexbil-
dung von Plasmid-DNA mittels des kationischen Polymers in sehr niedri-
gen Konzentrationen nachzuweisen. Vergleichbar zu pDNA-Histon-Komplexen,
war eine vollständige Komplexierung mit N/P-Verhältnissen von 2 und 3 zu
pDNA-PEI-Partikeln erkennbar (s. Seite 74, Abb. 3.13) . Die Zugabe von PEI
in diesen Konzentrationen zu pDNA-Histon-Komplexen nahm keinen Einﬂuss
auf die Formation und Migration der DNA-Partikel. PDNA-PEI-Partikel eben-
so wie pDNA komplexiert durch Histone und PEI wurden durch ihre positive
Ladung in den Geltaschen zurück gehalten.
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Abbildung 3.13: Agarosegel-Retardationstest zum Nachweis der Interaktion von PEI mit pDNA und
pDNA-Histon-Partikeln. (A) Komplexierung von pDNA mit zunehmender Menge an Hühnerhistonen
und/oder PEI (N/P 3). (B) pDNA-Partikel aus Kälberhistonextrakten und/oder PEI (N/P 2). Als
Kontrolle diente nicht komplexierte Plasmid-DNA (Spalte 1).
3.2.3.2 Transfektionseﬃzienz von pDNA/H-P-Partikeln
Die Evaluierung der neuartigen Partikel, zusammengesetzt aus pVAX/EGFP,
Histonextrakten und PEI (pDNA/H-P), erfolgte durch Transfektion von BHK-
21- und VeroV76-Zellen und Messung der EGFP-Expression im Durchﬂuss-
zytometer nach zwei Tagen. In VeroV76-Zellen führte die Zugabe von PEI
(N/P 3) zu pDNA-Histon-Komplexen zu einer Erhöhung der Transfektions-
eﬃzienz (s. Seite 76, Abb. 3.14 A+B). Keine EGFP-Expression fand nach
Inkubation mit reiner pDNA bzw. pDNA-PEI-Partikeln (N/P 3) allein statt,
ebenso in negativen Kontrollzellen. Dies bestätigte auch die Ergebnisse voran-
gegangener Studien, in welchen Transfektionseﬀekte erst mit höheren molaren
N/P-Verhältnissen beschrieben wurden [217]. PDNA/H-P-Partikel mit Hüh-
nerhistonen (DNA-Histon-Verhältnis 1:12) erreichten eine Transfektionseﬃzi-
enz um die 20%. Gleichermaßen führten pDNA/H-P-Komplexe mit Kälber-
histonen zu einem Anstieg der EGFP-Expression, doch waren diese weniger
eﬃzient als Hühnerhistone. VeroV76-Zellen, die mit pDNA/H-P-Partikeln in
einem N/P-Verhältnis von 2 inkubiert wurden, zeigten ebenfalls eine Erhö-
hung der Proteinexpression nach 48 Stunden (Abb. 3.14 C). Dennoch war
dieser Eﬀekt geringer ausgeprägt als bei einer N/P-Ratio von 3 und demzu-
folge waren diese Partikel in VeroV76-Zellen weniger eﬃzient. In Abbildung
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3.15 (A-C, s. Seite 77) sind die Transfektionseﬀekte in BHK-21-Zellen nach
Inkubation mit verschiedenen Zusammensetzungen der pDNA/H-P-Partikel
dargestellt. Ein deutlicher Anstieg der EGFP-Expression wurde mit Partikeln
gemessen, die PEI in einem N/P-Verhältnis von 2 enthielten. Hingegen führ-
te die Inkubation der Zellen mit dem DNA-Vektor allein bzw. pDNA-PEI
(N/P 2) zu keinen Transfektionseﬀekt. In dieser Zelllinie waren, im Gegensatz
zu VeroV76, die Kälberhistone wirksamer. Höchste EGFP-Expression (über
20%) wurde mit pDNA/H-P-Komplexen erreicht werden, die Kälberhistone
in einem DNA-Histon-Verhältnis von 1:6 und 1:8 enthielten. Mit Zunahme
der Histonmenge war eine Reduktion EGFP-exprimierender Zellen zu beob-
achten. Gründe für diesen Eﬀekt müssen weiter untersucht werden. Aber es
ist zu vermuten, dass eine Interaktion zwischen Histonen und PEI die Kom-
plexbildung negativ beeinﬂusst und daher eine Transfektion dieser Partikel
vermindert wird. Anders als in VeroV76-Zellen führte bei BHK-21-Zellen be-
reits die Inkubation mit pDNA-PEI-Partikeln mit einem N/P-Verhältnis von
3 zu einem deutlichen Transfektionseﬀekt. Eine Steigerung dieses Eﬀekts war
mit pDNA/H-P-Komplexen nicht möglich. Parallel zu den hier beschriebenen
pDNA/H-P-Partikeln, wurde Plasmid-DNA auch in umgekehrter Reihenfolge
komplexiert und getestet. Die pDNA wurde zunächst mit PEI und nachfolgend
mit den Histonextrakten inkubiert. Transfektionsexperimente zeigten jedoch,
dass diese Partikel deutlich ineﬃzienter waren, weshalb Partikel dieser Zusam-
mensetzung nicht weiter untersucht wurden.
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Abbildung 3.14: Transfektionseﬃzienzen der pDNA/H-P-Partikel in VeroV76-Zellen. EGFP-
Expression wurde durch Durchﬂusszytometrie nach 48 h gemessen. Kontrollzellen waren unbehandelt
(NK) bzw. mit unkomplexiertem pVAX/EGFP (pDNA) bzw. pDNA-PEI-Partikeln allein inkubiert.
(A) pDNA/H-P-Partikel aus Hühnerhistonen und PEI (N/P 3). (B) pDNA/H-P-Partikel aus Kälber-
histonextrakten und PEI (N/P 3). (C) pDNA/H-P-Partikel zusammengesetzt aus den entsprechenden
Histonextrakten und PEI (N/P 2). Darstellung der Mittelwerte aus 3-5 Experimenten. Fehlerbalken ±
SD.
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Abbildung 3.15: Transfektionseﬃzienzen der pDNA/H-P-Partikel in BHK-21-Zellen. EGFP-
Expression wurde durch Durchﬂusszytometrie nach 48 h gemessen. Kontrollzellen waren unbehandelt
(NK) bzw. mit unkomplexiertem pVAX/EGFP (pDNA) bzw. pDNA-PEI-Partikeln allein inkubiert.
(A) pDNA/H-P-Partikel aus Kälberhistonen und PEI (N/P 2). (B) pDNA/H-P-Partikel aus Hühner-
histonextrakten und PEI (N/P 2). (C) pDNA/H-P-Partikeln zusammengesetzt aus den entsprechenden
Histonextrakten und PEI (N/P 3). Darstellung der Mittelwerte aus 3-5 Experimenten. Fehlerbalken ±
SD.
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3.2.3.3 Analyse der intrazellulären Partikelverteilung nach in vitro-
Transfektion
Um die Ursachen der Unterschiede in der Wirksamkeit von pDNA/H-P-Parti-
keln und pDNA-Histon- bzw. pDNA-PEI-Komplexen aufzuklären, wurde das
intrazelluläre Schicksal der Partikel näher betrachtet.
3.2.3.3.1 Evaluation der zellulären Aufnahme der pDNA-Partikel -
in vitro-DNA tracking Mittels eines DNA tracking-Experiments soll-
te die zelluläre Aufnahme der pDNA-gebundenen Komplexe genauer verfolgt
werden. Dafür wurde Plasmid-DNA mit dem Farbstoﬀ Fluorescein markiert
und durch Histone oder PEI allein bzw. durch die Kombination beider Kom-
ponenten komplexiert. Nach Inkubation (48 h) von VeroV76-Zellen mit diesen
Komplexen erfolgte eine Analyse der zellulären Aufnahme im Fluoreszenzmi-
kroskop, nachdem Oberﬂächen-assoziierte Partikel entfernt wurden. Parallel
dazu wurden Zellen, welche Fluorescein-markierte pDNA-Partikel aufgenom-
men haben, auch mittels Durchﬂusszytometrie detektiert. In Abbildung 3.16
(s. Seite 80) sind die Ergebnisse dieser Experimente zusammenfassend darge-
stellt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop waren markierte pDNA-Partikel als
kleine grün ﬂuoreszierende Punkte erkennbar. Wie erwartet, fand keine Detek-
tion von nicht komplexierten pDNA-Molekülen statt (Abb. 3.16 B). Die mi-
kroskopische Analyse wie auch die Messungen der Durchﬂusszytometrie waren
vergleichbar zu negativen Kontrollzellen (Abb. 3.16 A). Einige intrazelluläre,
schwach ﬂuoreszierende pDNA-PEI-Partikel (N/P 3) wurden mikroskopisch
beobachtet und parallel dazu ca. 14% positive Zellen durch die Durchﬂusszy-
tometrie gemessen (Abb. 3.16 C). Demzufolge ermöglichte die Komplexierung
von pDNA durch eine niedrige PEI-Konzentration den Transfer der Partikel in
die Zellen. Doch reichte die eingesetzte PEI-Menge nicht aus, einen Transfekti-
onseﬀekt erwirken (s. Abschnitt 3.2.3.2). Im Gegensatz dazu wurden deutlich
mehr intrazelluläre, stark ﬂuoreszierende pDNA-Partikel oder auch Partikel-
ansammlungen detektiert, welche durch Histone allein komplexiert wurden.
Dies spiegelte auch die Messung ﬂuoreszierender Zellen (32,6%) wider (Abb.
3.16 D). Aber auch mit dieser Partikelzusammensetzung konnte keine Verbes-
serung der Proteinexpression erreicht werden (s. Abschnitt 3.2.2.2). Es wird
angenommen, dass der weitere Transfer der endozytierten DNA-Komplexe in
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den Zellkern nicht möglich war, da diese vermutlich in den Endosomen zu-
rück gehalten wurden. Ein vergleichbares Bild ergab die Inkubation der Zellen
mit pDNA/H-P-Partikeln. Auch diese traten durch Endozytose über die Zell-
membran ein und waren im Zytoplasma als grün ﬂuoreszierende Punkte, mit
leicht verringerter Intensität, erkennbar (Abb. 3.16 E). 31,4% an Zellen enthiel-
ten Fluorescein-markierte pDNA. Dieser Wert war ähnlich zu Zellen, die mit
pDNA-Histon-Komplexen allein inkubiert wurden. Doch resultierte die Kombi-
nation der Histonextrakte und PEI in einem deutlichen Transfektionseﬀekt (s.
refTransfektionseﬃzienz von pDNA/H-P-Partikeln), woraus sich eine Synergie
zwischen beiden Komponenten vermuten lässt.
3.2.3.3.2 Co-Lokalisierung von pDNA-Partikeln und Lysosomen
Verschiedene Arbeiten zeigten bereits, dass Histone allein nicht fähig sind, ei-
ne Freisetzung aus Endosomen zu bewirken [178]. Dieser Fakt wurde auch
als Grund für eine unzureichende Transfektionseﬃzienz von pDNA-Histon-
Partikeln vermutet. Nachdem nachgewiesen wurde, dass alle der getesteten
pDNA-Komplexe in die Zellen aufgenommen werden, sollten mittels einer in-
trazellulären Co-Lokalisierungsstudie von pDNA-Partikeln und Lysosomen die
funktionellen Unterschiede genauer analysiert werden, die zu den unterschiedli-
chen Transfektionseﬀekten führen. Eine mikroskopische Detektion der verschie-
denen Komponenten erfolgte nach einer 48-stündigen Inkubation. DNA wurde
nach DAPI-Färbung sichtbar und entsprechende DNA-Komplexe erschienen
als extranukleäre Punkte, in Abbildung 3.17 (B-D, s. Seite 81) rot darge-
stellt. Lysosomen wurden mittels eines grün ﬂuoreszierenden Farbstoﬀs an-
gefärbt. Die Mehrzahl der intrazellulären pDNA-Histon-Komplexe war im Be-
reich der Lysosomen lokalisiert. Überlagerungen (merged) der DNA-Komplexe
und der lysosomalen Kompartimente waren als gelbe Punkte erkennbar. Dar-
aus ließ sich schließen, dass Histon-komplexierte pDNA nach endozytotischer
Aufnahme vorrangig in den Lysosomen zurück gehalten und eine Freisetzung
ins Zytoplamsa unterdrückt wurde. Demgegenüber waren pDNA/H-P- wie
auch pDNA-PEI-Partikel vermehrt außerhalb der Lysosomen zu beobachten,
erkennbar als rote Punkte nach Überlagerung der entsprechenden Fluoreszenz-
bilder. Diese Ergebnisse unterstützen die Theorie, dass PEI die endolysosomale
Freisetzung gebundener pDNA-Moleküle begünstigt [166].
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Abbildung 3.16: Fluoreszenzmikroskopie und Durchﬂusszytometrie von VeroV76-Zellen inkubiert mit
Fluorescein-markierter pDNA-Partikel, nach 48 h. Spalte 1, Darstellung der Gesamt-DNA (DNAges)
der Zellen nach DAPI-Färbung. Spalte 2, Detektion intrazellulärer ﬂuoreszierender pDNA-Partikel.
Spalte 3, Messung Fluorescein-positiver Zellen mittels Durchﬂusszytometrie (DFZ). Inkubation der Zel-
len mit: (A) nur Medium, (B) Fluorescein-markierter pDNA, (C) ﬂuoreszierender pDNA-PEI-Partikel,
(D) ﬂuoreszierender pDNA-Histon-Komplexe, (E) ﬂuoreszierender pDNA/H-P-Partikel.
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Abbildung 3.17: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der intrazellulären Lokalisierung von pDNA-
Partikeln und Lysosomen in VeroV76-Zellen, nach 48 Stunden. Spalte 1, Färbung der Gesamt-DNA
mit DAPI; Spalte 2, Färbung der Lysosomen mit dem Farbstoﬀ LysoSensor DND-189. Spalte 3, Über-
lagerung der Bilder aus Spalte 1 und 2, um eine Co-Lokalisierung zu verdeutlichen (gelbe Punkte). Die
Zellen wurden inkubiert mit (A) Medium, (B) pDNA-Histon-Komplexen, (C) pDNA/H-P-Partikeln
und (D) pDNA-PEI-Partikeln.
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3.2.3.4 Einﬂuss der pDNA/H-P-Partikel auf die Zellvitalität
Um den Einsatz der pDNA/H-P-Partikel als Alternative zu herkömmlichen
Transfektionsreagenzien für in vitro bzw. auch mögliche in vivo-Experimente
zu gewährleisten, wurde ihr Einﬂuss auf die Vitalität von Zellen untersucht.
VeroV76- und BHK-21-Zellen wurden mit pDNA/H-P-Partikeln sowie mit
pDNA-Histon- und pDNA-PEI-Komplexen allein inkubiert und nach zwei Ta-
gen die Zellzahlen bestimmt. PDNA/H-P-Partikel, zusammengesetzt aus Hüh-
nerhistonen und PEI (N/P 3), ließen keinen zytotoxischen Eﬀekt auf VeroV76-
Zellen erkennen (s. Seite 83, Abb. 3.18 A). Zellzahlen waren vergleichbar
mit unbehandelten Negativkontrollen ebenso mit nicht komplexierter pDNA
bzw. pDNA-PEI (N/P 3) inkubierten Zellen. Die Inkubation mit pDNA-PEI-
Partikeln in einem molaren N/P-Verhältnis von 5 führte zu einer leichten, aber
nicht signiﬁkanten, Reduktion der Zellzahl. Auch in BHK-21-Zellen zeigten
die pDNA/H-P-Partikel mit Kälberhistonen in einem pDNA-Histon-Verhältnis
von 1:8 bzw. 1:10 und PEI (N/P 2) keine Zytotoxizität (Abb. 3.18 B). Partikel
mit einem höheren Anteil von Histonen (1:12) führten zu einer leicht, aber nicht
signiﬁkant, reduzierten Zellzahl, gegenüber zu unbehandelten Zellen oder mit
reiner pDNA bzw. pDNA-PEI (N/2) inkubiert. Ein molares pDNA (N)/PEI
(P)-Verhältnis von 5 verminderte dagegen die Vitalität von BHK-21-Zellen.
Die Zellzahlen waren hier im Vergleich zu den Kontrollzellen nach 48 Stun-
den klar reduziert. Dies bestätigte Studien, die feststellten, dass durch eine
Erhöhung des N/P-Verhältnisses auch der zytotoxische Eﬀekt steigt [164].
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Abbildung 3.18: Zytotoxizität der pDNA/H-P-Partikel. Bestimmung der Zellzahlen 48 h nach In-
kubation mit pDNA/H-P-Partikel in: (A) VeroV76- und (B) BHK-21-Zellen. Als Vergleich dienten
unbehandelte Zellen (NK) und Zellen inkubiert mit pDNA allein bzw. pDNA-PEI-Partikeln mit N/P-
Verhältnissen von 2 oder 3 und 5. Mittelwerte von 3-5 Experimenten. Fehlerbalken ± SD.
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3.2.3.5 Größenbestimmung der pDNA/H-P-Partikel
In den Abschnitten 3.2.3.2 und 3.2.3.4 wurde gezeigt, dass die pDNA/H-P-
Partikel einen Transfektionseﬀekt in verschiedenen Zelllinien hervorrufen und
dabei nicht toxisch für Zellen sind. Nachfolgend wurde zur weiteren Charakte-
risierung die durchschnittliche Größe dieser DNA-Partikel mittels der dynami-
schen Lichtstreuung bestimmt. Diese Messungen fanden in Zusammenarbeit
mit dem Laboratory of General Biochemistry and Physical Pharmacy an der
Universität Ghent statt. Ein Vergleich der pDNA/H-P-Partikelgrößen erfolgte
mit pDNA-Histon- und pDNA-PEI-Komplexen. Die Ergebnisse sind in Tabelle
3.1 (s. Seite 85) zusammengefasst. PDNA/H-P-Partikel (N/P 3) besaßen eine
durchschnittliche Größe von 1,9 µm, ähnlich dazu auch die Größe der pDNA-
PEI-Partikel (N/P 3). Dagegen waren pDNA-Histon-Komplexe deutlich kleiner
(0,33  0,4 µm), was auf eine dichtere Verpackung der Plasmid-DNA hinweist.
Vergleichsweise wurden auch Partikel charakterisiert, in welchen die Plasmid-
DNA zuerst durch PEI (N/P 3) und nachfolgend mit Histonen (pDNA/P-H)
komplexiert wurde. Diese Komplexe besaßen eine Durchschnittsgröße von 3,8
µm, fast doppelt so groß wie pDNA/H-P-Partikel. Dies weist darauf hin, dass
Histonproteine auch mit bereits bestehenden pDNA-PEI-Komplexen intera-
gieren können. Doch ist zu vermuten, dass durch diese Größen ein eﬀekti-
ver Zellimport nicht gewährleistet war, einhergehend mit einer unzureichen-
den Transfektionseﬃzienz (s. Abschnitt 3.2.3.2). Ein weiteres Merkmal zur
Charakterisierung von Partikeln ist das Zeta-Potential. Dieses gibt Hinweise
auf die Oberﬂächenladung der Partikel [217] und beschreibt die Tendenz zur
Abstoßung oder Anziehung der Partikel über elektrostatische Kräfte in einer
Dispersion. Eine Bestimmung des Zeta-Potentials der Partikel war im Laufe
dieser Messungen leider nicht möglich. Gründe hierfür könnten unregelmäßige
Oberﬂächen oder auch die Übergrößen der Partikel gewesen sein, die mit der
Messung interferierten.
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Partikeltyp Durchschnittsgröße in nm (± SD)
A: pDNA/H-P (N/P 3) 1868 ±58
B: pDNA-PEI (N/P 3) 2128 ±210
C: pDNA-Histon 378 ± 34
D: pDNA/P-H (N/P 3) 3856 ± 204
Tabelle 3.1: Größenbestimmung pDNA-gebundener Partikel
3.2.3.6 Eﬀektivität der pDNA/H-P-Partikel im in vivo-Modell
Nachdem gezeigt wurde, dass die neu entwickelten pDNA/H-P-Partikel als Al-
ternative zu kommerziellen Transfektionsreagenzien in Zellkulturexperimenten
einsetzbar sind, sollte auch deren Anwendung für den Gentransfer in vivo an-
hand eines Mausmodells getestet werden. Für die Partikelzusammensetzung
wurde ein bereits in der Arbeitsgruppe vorhandener DNA-Impfstoﬀkandidat
eingesetzt, welcher ein Antigen des Equine Arteritis Virus (EAV) kodiert, ein
für den veterinärmedizinischen Sektor relevantes Virus [218].
Für die DNA-Impfung im Mausmodell wurde die Zusammensetzung der
pDNA/H-P-Partikel maßstabsgerecht heraufgesetzt. Ziel war es eine eﬃziente
Aufnahme extrazellulärer Partikel in die Zellen der geimpften Tiere zu gewähr-
leisten, indem im Vergleich zu Zellkulturexperimenten mehr pDNA eingesetzt
wurde. Der Vektor pORF7, der für ein virales EAV-Antigen kodiert, wurde mit
Kälberhistonen in verschiedenen pDNA-Histon-Verhältnissen und PEI (N/P 3)
komplexiert. Ab einem DNA-Histon-Verhältnis über 1:6, bildeten sich jedoch
unlösliche Präzipitate, wodurch diese Komplexe für eine DNA-Impfung nutz-
los waren. Daher kamen für die in vivo-Studie nur lösliche Partikel mit einem
pDNA-Histon-Verhältnis von 1:6 zum Einsatz. Eine Immunisierung der Mäu-
se mit diesen Partikeln fand über eine subkutane Injektionsroute statt. Nach
sechs Wochen erfolgte eine Analyse der Mausseren auf Antikörper gegen EAV.
Vergleichstiere waren mit der gleichen Menge des nicht komplexierten DNA-
Vektors immunisiert bzw. überhaupt nicht geimpft. Eine EAV-ELISA-Analyse
zeigte eine Induktion Virus-speziﬁscher Antikörper infolge der Impfung mit
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pDNA/H-P-Partikeln (Abb. 3.19). Dennoch löste unkomplexierte pDNA eine
höhere Immunreaktion aus. Demzufolge ergab sich in diesen Vorversuchen kein
Vorteil der pDNA/H-P-Partikel gegenüber der DNA-Immunisierung mit rei-
nen DNA-Vektoren. Weitere Optimierungsschritte sind daher nötig, um einen
Einsatz der pDNA/H-P-Partikel für DNA-Impfstudien zu ermöglichen.
Abbildung 3.19: Vergleich der Eﬀektivität von pDNA/H-P-Partikeln und nicht komplexierter pD-
NA im Mausmodell. Subkutane Immunisierung der Tiere mit reinem pORF7 (pDNA) bzw. pORF7
(pDNA/H-P) komplexiert mit Kälberhistonen (1:6) und PEI (N/P 3). Es fanden drei Immunisierun-
gen in einem Intervall von zwei Wochen statt. Analyse der EAV-speziﬁschen Antikörper zwei Wochen
nach der letzten pDNA-Injektion mittels eines EAV-ELISA. Negativkontrolle waren nicht geimpfte
Mäuse (NK). Mittelwerte aus Triplikaten ± SD.
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3.3 Teil III: Expressionsproﬁl zellulärer miRNAs
infolge einer WNV-Infektion
Um die Auswirkung einer WNV-Infektion auf das Expressionsproﬁl zellulärer
miRNAs, speziell immunregulatorischer Spezies, in humanen Zellen bestim-
men zu können, wurden HeLa-Zellen mit dem WNV-Stamm NY2000-crow3356
(1 x 104 TCID50) inﬁziert. Die Virusdosis wurde in vorausgegangenen Infek-
tionsexperimenten mit verschiedenen Viruskonzentrationen bestimmt. Bei ei-
ner TCID50 von 1 x 104 bildete sich, im Vergleich zu nicht inﬁzierten Zellen, am
vierten Tag nach der Infektion ein zytopathischer Eﬀekt (cpe) aus, der durch
ein verstärktes Ablösen des Zellrasens gekennzeichnet war. Nach einem bzw.
drei Tagen erfolgte eine Isolierung der zellulären RNA, um das miRNA-Proﬁl
zwischen einer frühen und späten Infektionsphase vergleichen zu können. Die
miRNA-Levels wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe RNomics (Leiter
Dr. Hackermüller; Fraunhofer IZI) mittels Microarray-Analyse bestimmt und
den Expressionsproﬁlen nicht inﬁzierter Zellen gegenübergestellt. Die Auswer-
tung der Daten zeigte, dass bei den meisten getesteten miRNA-Spezies keine
oder nur sehr schwache Unterschiede im Expressionsmuster zwischen WNV-
inﬁzierten und nicht inﬁzierten Zellen sowie den getesteten Zeitpunkten auftra-
ten. Nur bei einigen wenigen miRNA-Spezies war eine veränderte, aber nicht
signiﬁkante, Expression infolge der WNV-Infektion zu beobachten. Da aber
auch innerhalb dieser Messungen größere Schwankungen registriert wurden, er-
fordern die Ergebnisse eine weitere Validierung. Die Expressionsproﬁle einiger
ausgewählter humaner miRNAs (hsa = homo sapiens) sind in Abbildung 3.20
(s. Seite 88) zusammengefasst. Dazu gehören Vertreter der miRNA-Familie let-
7 (hsa-let-7i, hsa-let-7f), die miRNAs miR-16, miR-625*, miR-566 und miR-
20a. Bei miR-16, -20a sowie let-7f und -7i konnte eine verminderte Expression
in einer frühen WNV-Infektionsphase im Vergleich zu nicht inﬁzierten Zellen
beobachtet werden. Am dritten Tag nach der Infektion war das Proﬁl dieser
miRNAs wieder ähnlich zu den Kontrollzellen. Hingegen war die Synthese der
miR-625* und -566 in einer frühen Infektionsphase erhöht und glich sich nach
drei Tagen wieder dem normalen zellulären Expressionsmuster an.
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Abbildung 3.20: Expressionsproﬁle zellulärer miRNAs nach Microarray-Analyse. Vergleich von
WNV-inﬁzierten HeLa-Zellen (wnv) und nicht inﬁzierten Zellen (mock) nach einem (1 dpi) bzw. drei
(3 dpi) Tagen nach der Infektion. Dargestellt sind Mittelwerte der miRNA-Expressionssignale von drei
Infektionsexperimenten pro Zeitpunkt ± SD.
Kapitel 4
Diskussion
4.1 Teil I: Entwicklung eines DNA-Impfstoﬀs am
Beispiel West-Nil-Virus
Das West-Nil-Virus ist eine weltweit verbreitete Virusinfektion und muss da-
her zunehmende Beachtung ﬁnden. Jährlich kommen neue Infektionsfälle und
Erkrankungen hinzu, nicht nur in Amerika, sondern auch auf anderen Kon-
tinenten wie z.B. Europa [10, 219, 33]. Deshalb ist die Nachfrage nach ei-
nem eﬃzienten und langanhaltenden Impfschutz für Tiere und Menschen sehr
groß. Bisher sind einige WNV-Impfstoﬀe für die Veterinärmedizin verfügbar,
nicht aber für die Humanmedizin. Allerdings müssen diese Impfstoﬀe häuﬁg
aufgefrischt werden, damit ein Schutz der immunisierten Tiere gewährleistet
werden kann [113, 52]. Ziel dieser Arbeit war es, einen eﬃzienten immuno-
genen DNA-Impfstoﬀkandidaten zu entwickeln, der gegen eine WNV-Infektion
schützt. Hierfür wurde das virale E-Hüllprotein als Antigen verwendet. Die-
ses Glykoprotein auf der Virusoberﬂäche weist, im Gegensatz zu den prM-
und C-Strukturproteinen, eine Vielzahl immunogener und vor allem protek-
tiver Epitope auf [44, 94]. In inﬁzierten Organismen werden vorwiegend stark
neutralisierende Antikörper gegen das E-Protein gebildet [220], die einen per-
manenten Schutz gegen WNV sichern. Der in dieser Studie hergestellte DNA-
Vektor (pT-WNV-E) kodiert die Ektodomäne des WNV-E-Proteins fusioniert
mit einer Signalsequenz des Tissue Plasminogen Activator -Proteins (TPA).
Diese Sequenz fördert die Sekretion der Fusionsproteine von transﬁzierten Zel-
len, welche dadurch vermehrt von Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) auf-
genommen werden und speziell humorale Immunantworten verstärken kön-
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nen [221]. Die Plasmid-DNA enthielt zusätzlich zwei Kopien einer 72 bp-
Nukleotidsequenz des SV40 (Simian Virus 40 ). Dieses SV40 enhancer -Element
fördert die Genexpression von DNA-Vektoren, indem es als Bindestelle für ver-
schiedene DNA-bindende Proteine den Transport exogener DNA in den Nu-
kleus erleichtert [214, 204]. Die Immunisierung von Mäusen mit pT-WNV-E
führte zur Induktion starker zellulärer Immunantworten. So ist anzunehmen,
dass das antigene E-Protein erfolgreich über MHC Klasse I-Moleküle auf den
Oberﬂächen der transﬁzierten Wirtszellen präsentiert wurde. Durch die Se-
kretion des E-Antigens von den Zellen konnte es zudem von weiteren APCs
aufgenommen und über MHC Klasse II-Moleküle dem Immunsystem präsen-
tiert werden, was in der Induktion WNV-E-speziﬁscher Antikörper resultierte.
Die Immunisierung der Tiere mit pT-WNV-E erfolgte über den intramuskulä-
ren Injektionsweg mit einer anschließenden in vivo-Elektroporation. Zelluläre
Immunreaktionen wurden durch Stimulation der IFN-γ-Produktion von Sple-
nozyten der immunisierten Tiere mittels eines WNV-Antigens bestimmt. Eine
klare Induktion von IFN-γ konnte dabei nach nur einer Dosis des pT-WNV-E
gemessen werden. Infolge einer zweiten pDNA-Injektion wurde diese Reaktion
nochmals verstärkt. Parallel zur pT-WNV-E-Impfung erhielten Mäuse eine
Impfung mit rekombinantem WNV-Protein. Drei Impfdosen der bakteriell ex-
primierten Domäne III (rDIII) des WNV E-Proteins wurden zusammen mit ei-
nem immunstimulatorischen CpG-reichen Oligonukleotid (ODN) als Adjuvans
verabreicht. Hierdurch kam es ebenfalls zur Induktion einer zellulären Immun-
antwort, die aber im Vergleich zur zweifachen DNA-Immunisierung deutlich
niedriger ausﬁel. Dies lässt sich dadurch erklären, dass die von pT-WNV-E ko-
dierte Ektodomäne des E-Proteins mehr T-Zell-aktivierende Epitope als rDIII
aufweist, die über MHC I präsentiert werden [222]. Zudem stimmten die Resul-
tate mit anderen Arbeiten überein, in denen gezeigt wurde, dass speziell eine
potente zelluläre Immunantwort infolge einer DNA-Immunisierung induziert
und zusätzlich durch die in vivo-Elektroporation verstärkt wird [223]. Zugleich
wurden durch die Immunisierung mit pT-WNV-EWNV-speziﬁsche Antikörper
mit einer starken neutralisierenden Aktivität induziert. Eine bzw. zwei DNA-
Injektionen führten zu Titern neutralisierender Antikörper von 1:32 bis 1:256.
Im Gegensatz dazu konnten durch die reine Proteinimmunisierung keine Titer
detektiert werden, die das hier getestet Minimum von 1:16 erreichten. Dies
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widerspricht vorangegangenen Arbeiten, bei denen auch rekombinantes WNV-
Protein eine starke Neutralisierung hervorrief. Martina und seine Kollegen [125]
stimulierten neutralisierende Antikörper nach zweimaliger Immunisierung von
Mäusen mit bakteriell exprimierten DIII. Dafür setzten sie ein CpG-ODN-
sowie ein Wasser-in-Öl-Adjuvans ein. Andere impften die Tiere mit drei Do-
sen an 100 µg rDIII, in einem wöchentlichen Intervall [124]. Ursachen für die
Diskrepanz zwischen der hier getesteten und den vorangegangenen Protein-
impfungen könnten in der Verwendung von unterschiedlichen Adjunvanzien,
der eingesetzten Proteinmenge oder auch in den Injektionsrouten bzw. dem
verwendeten Mausstamm liegen. Eine WNV-Infektion der mit pT-WNV-E ge-
impften Tiere zeigte, dass bereits eine einzige intramuskuläre DNA-Dosis mit
Elektroporation ausreicht, um einen vollständigen Schutz zu gewährleisten. Im
Gegensatz dazu konnten drei Dosen eines anderen DNA-Vakzinkandidaten, der
die DIII-Domäne fusioniert mit einer TPA-Signalsequenz kodierte, nur bei 80%
der Tiere einen Schutz bewirken, welche intradermal mittels Gene Gun im-
munisiert wurden [139]. Hingegen war kein Schutz für Tiere gegeben, die eine
i.m.-Impfung dieses Vektors ohne Elektroporation erhielten. Jedoch kann die-
se Studie nicht direkt mit der hier beschriebenen pT-WNV-E-Impfung vergli-
chen werden, da unterschiedliche Applikationstechniken wie i.m. mit bzw. ohne
Elektroporation oder Gene Gun die Eﬀektivität der DNA-Impfstoﬀkandidaten
beeinﬂussen können. Dennoch deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die
Ektodomäne des WNV-E-Proteins als Antigen für eine DNA-Vakzinierung ef-
fektiver ist als die reine DIII. Dies konnte auch mit einem DNA-Vektor bestä-
tigt werden, welcher die vollständige E-Ektodomäne zusammen mit dem WNV
prM-Protein kodiert und ebenfalls einen vollständigen Schutz gegen WNV aus-
löste [139]. Demzufolge ist auch hier wahrscheinlich, dass durch die intrazellu-
läre Expression der E-Ektodomäne von pT-WNV-E mehr protektive Epitope
zur Verfügung stehen als bei DIII [44]. Die Immunogenität eines WNV DIII-
kodierenden DNA-Vektors konnte durch die Co-Expression immunstimulato-
rischer, molekularer Adjuvanzien wie dem Komplementderivat P28 oder IL-15
gesteigert werden [142, 139].
DNA-Vektoren, die eine Genkassette bestehend aus dem viralen E- und
dem prM-Strukturproteinen kodieren, wurden als protektive DNA-Vakzine ge-
gen WNV- und auch JEV-Infektionen entwickelt [224, 119]. Die Immunisierung
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dieser pDNA führt zur Bildung von VLPs, die von transﬁzierten Wirtszellen
freigesetzt werden und den Viruspartikel imitieren. Infolgedessen rufen sie po-
tente Immunreaktionen im geimpften Tier hervor. Im Vergleich dazu wurde
mit dem DNA-Vektor pT-WNV-E gezeigt, dass die Co-Expression des prM-
Proteins und viraler Signalsequenzen nicht notwendig ist, um eine eﬀektive
Antigenexpression und Immunantwort sowie einen Schutz gegen WNV zu in-
duzieren. Dadurch werden der Anteil viraler Gensequenzen im DNA-Impfstoﬀ
weitgehend reduziert und mögliche unerwünschte Nebenwirkungen minimiert.
Ähnlich dem in dieser Arbeit entwickelten Impfstoﬀkandidaten pT-WNV-E,
wurde bereits ein DNA-Vektor gegen das verwandte Flavivirus JEV getestet.
Dieser kodierte ebenfalls die Ektodomäne des viralen E-Hüllproteins, fusio-
niert mit einer TPA-Sequenz [225]. Die zweifache i.m.-Immunisierung mit der
JEV-DNA resultierte nur teilweise in einem Schutz gegen eine JEV-Infektion.
Zudem konnten auch nur relativ niedrige Titer neutralisierender Antikörper
detektiert werden. WNV und JEV gehören einer Serogruppe an [25]. Trotz-
dem ist der direkte Vergleich der Impfstoﬀtypen bzw. -strategien gegen beide
Virusinfektionen problematisch. Unterschiede in den Infektions- und Virulenz-
mechanismen von WNV und JEV können die Eﬀektivität einer Impfung be-
einﬂussen. Zudem gab es einige Abweichungen zwischen der JEV-Impfstudie
und der hier vorliegenden Arbeit. Dazu zählen z.B. die i.m.-Injektion ohne
bzw. mit in vivo-Elektroporation, die Verwendung verschiedener Mausstämme
oder unterschiedliche Infektionsrouten. Darin könnten zusätzliche Ursachen für
die ungleiche Wirksamkeit der jeweiligen DNA-Vakzinkandidaten liegen. Die
Immunogenität des hier entwickelten WNV DNA-Impfstoﬀkandidaten konnte
mittels einer heterologen prime-boost-Impfstrategie weiter erhöht werden. Die
Tiere wurden zunächst mit pT-WNV-E immunisiert, gefolgt von einer bzw.
zwei Dosen an rDIII. Die daraus resultierende T-Zellreaktion war vergleich-
bar mit der zweifachen DNA-Impfung mit pT-WNV-E und signiﬁkant erhöht
gegenüber der reinen Proteinimpfung. Die Synergie zwischen der DNA- und
Proteinimmunisierung spiegelte sich vor allem in der humoralen Immunantwort
wieder. DNA-geimpfte Mäuse, die zwei unterstützende Proteindosen erhielten,
entwickelten eine sehr starke neutralisierende Aktivität. Zudem waren diese
Tiere gegen WNV geschützt. Zu diesen Ergebnissen kamen auch ähnliche Ar-
beiten mit anderen Erregern [226, 227], bei denen durch die Kombination der
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DNA- und Proteinimmunisierung eine optimierte zelluläre und humorale Im-
munität gegen verschiedenen Erreger erreicht wurden. Dagegen waren beide
Impfstrategien einzeln weniger eﬃzient. In einer anderen Impfstudie erhöhte
die Co-Immunisierung mit einem inaktivierten WNV-Impfstoﬀ die Immunoge-
nität eines prM/E-kodierenden DNA-Vakzinkandidaten [228]. Demgegenüber
ließ die hier beschriebene Methode erkennen, dass rekombinantes DIII-Protein
für eine eﬃziente Steigerung der pT-WNV-E-Wirkung ausreicht. Folglich konn-
te die Arbeit mit infektiösenWNV während der Impfstoﬀherstellung vermieden
und auf den Einsatz von inaktivierten WNV-Partikeln verzichtet werden. Dies
wäre auch eine Erleichterung bei der potentiellen Herstellung dieses Impfstoﬀs
für klinische Studien.
Zusammengefasst wurde in dieser Arbeit ein WNV-DNA-Vakzinkandidat
entwickelt, der die Ektodomäne des viralen E-Strukturproteins kodiert. Ei-
ne einzige Immunisierung dieses DNA-Vektors reichte aus, um Mäuse voll-
ständig gegen eine WNV-Infektion zu schützen. Die Immunogenität des pT-
WNV-E konnte durch zusätzliche Immunisierung mit rekombinanten WNV
DIII-Protein weiter gesteigert werden und resultierte in einer starken zellulä-
ren und humoralen Immunantwort. Demnach wurde hier eine potentielle und
sichere Impfmethode gegen WNV beschrieben, die in der Veterinär- sowie in
der Humanmedizin eingesetzt werden könnte. Dafür muss der DNA-Impfstoﬀ
pT-WNV-E, auch kombiniert mit rekombinantem DIII-Protein, in einer Lang-
zeitstudie auf den langanhaltenden Schutz der geimpften Organismen gegen
WNV weiter analysiert werden.
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4.2 Teil II: Entwicklung von DNA-Partikeln zur
Optimierung des nicht-viralen Gentransfers
Die nicht-virale DNA-Immunisierung beschreibt eine zukunftsorientierte Impf-
technik. Dennoch wird sie bisher nur begrenzt angewendet, da DNA-Vakzine
meist eine sehr geringe Immunogenität zeigen. Gründe dafür sind z.B. zelluläre
Barrieren, die den eﬃzienten Transport der DNA-Vektoren in die Zellkerne be-
hindern. Dazu gehören die Phospholipid-Membran der Zelle, die intrazelluläre
Stabilität der Plasmid-DNA (pDNA), beeinﬂusst durch zytoplasmatische Nu-
kleasen sowie die hoch selektierende Zellkernmembran [145]. Nur sehr wenige
der injizierten nackten DNA-Vektoren erreichen den Zellkern (0.10.001%),
was zu einer ineﬃzienten Antigenexpression führt [216, 215]. Verschiedene
Techniken zur Erhöhung der Transfektionseﬃzienz nicht-viraler DNA-Vektoren
wurden bereits getestet. Diese zielten zum einem auf eine gesteigerte Auf-
nahme in die Zellen und den Nukleus und zum anderen auf eine verbesserte
Proteinexpression durch Optimierung der DNA-Vektoren mittels stabilisieren-
der Signalsequenzen oder verschiedener immunstimulatorischer Komponenten.
Damit sollte die Immunogenität potentieller DNA-Impfstoﬀkandidaten erhöht
werden. Das Ziel dieser Arbeit war es, durch die Entwicklung von optimierten
pDNA-Partikeln den nicht-viralen Gentransfer zu verbessern. Das Potenzial
von Histonproteinen (hoch konservierte DNA-bindende Proteine) als Trans-
portsystem exogener DNA wurde bereits beschrieben [172]. Infolge der Interak-
tion der basischen Proteine mit der pDNA wird diese in dichte pDNA-Histon-
Komplexe verpackt. Zudem kann durch diese Bindung die negative Ladung
der pDNA kompensiert werden. Auf diese Weise werden eine zelluläre Aufnah-
me und der Transport über die Membranbarrieren in den Zellkern erleichtert.
Auch die NLS-Sequenzen der Histone könnten den Transport der Transge-
ne in den Nukleus fördern. Vorangegangene Arbeiten haben nachgewiesen,
dass die direkte Kopplung von pDNA mit NLS-Sequenzen zu einem verbesser-
ten Transfer der exogenen DNA-Moleküle in den Zellkern führte [229]. Bisher
wurden vorrangig einzelne rekombinante Histonproteine oder -fragmente sowie
aus natürlichen Geweben extrahierte Histone eingesetzt [173, 175, 178]. Eine
Kombination aller verfügbaren Histonproteine (H1, H2A, H2B, H3, H4) wurde
indes noch nicht untersucht. Jedoch könnte infolge einer intensiven pDNA-
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Verpackung durch vollständige Histonextrakte eine zusätzliche Steigerung der
Transfektionseﬃzienz hervorgerufen werden. In der hier beschriebenen Stu-
die wurden zwei natürliche Histonextrakte auf ihre Eﬀektivität als pDNA-
Transporter getestet. Das waren Isolate aus dem Thymus von Kälbern und
aus Erythrozyten von Hühnern. Sie waren dazu fähig die pDNA eﬃzient zu
komplexieren und die zelluläre Aufnahme der pDNA-Histon-Komplexe wurde
bestätigt. Im Vergleich mit unbehandelten bzw. mit dem reinen (nackten)
DNA-Vektor inkubierten Zellen führte die Inkubation verschiedener Zelllinien
mit den pDNA-Histon-Komplexen jedoch zu keiner signiﬁkanten Erhöhung
der Proteinexpression. Ein leichter Anstieg der Expression des Zielproteins
war nur durch Verwendung sehr großer Mengen von Histonproteinen im Ver-
hältnis zur pDNA zu beobachten. Infolge dieser Resultate wurde Polyethyle-
nimin (PEI) als zusätzliche DNA-bindende Komponente einbezogen. Mit Hilfe
dieses kationischen Polymers ist es möglich, die Transfektionseﬃzienz exoge-
ner pDNA deutlich zu steigern, sofern es in entsprechender Menge eingesetzt
wird. Jedoch besitzt es auch zytotoxische Eigenschaften [164], besonders in
hohen Konzentrationen. Dadurch ist sein Einsatz bei zahlreichen Zelltypen
limitiert, ebenso bei einer potentiellen Anwendung für den Gentransfer bei
in vivo-Experimenten [170]. In dieser Arbeit resultierte die Zugabe des PEI
zu den pDNA-Histon-Komplexen in einer deutlich erhöhten Transfektionsrate.
Bereits sehr niedrige Konzentrationen des Polymers (N/P 2 und 3) waren aus-
reichend, um die Genexpression zu steigern. PDNA-PEI-Partikel (N/P2 und
3) allein ergaben keinen positiven Transfektionseﬀekt, obwohl auch bei diesem
Partikeltyp eine pDNA-Komplexierung nachgewiesen wurde. Ähnlich bewirk-
te die Kombination von PEI mit dem DNA-bindenden HMGB1-Protein (high
mobility group box 1 ) [230] oder Peptiden des humanen H1-Proteins [231] als
pDNA-Transporter eine verbesserte Proteinexpression. Jedoch wurden in die-
sen Studien optimale Transfektionsraten nur mit hohen, potentiell toxischen
N/P-Ratios von 10 und höher erzielt. Innerhalb der hier beschriebenen pDNA-
Partikel mit Histonen und PEI (pDNA/H-P) wurde die Konzentration die-
ser Komponenten sehr niedrig gehalten, um zytotoxische Nebeneﬀekte zu ver-
meiden. Zur Klärung der eindeutigen Transfektionsunterschiede zwischen den
pDNA/H-P-Partikeln und pDNA-Histon- bzw. pDNA-PEI-Komplexen wurden
die Partikeltypen weiter charakterisiert. Die durchschnittliche Größe der Parti-
96
kel wurde gemessen: DNA-Vektoren waren durch Histone allein deutlich dich-
ter verpackt (ca. 380 nm im Durchmesser) als in pDNA-PEI- bzw. pDNA/H-
P-Partikeln. Dies deutet darauf hin, dass durch die Interaktion mit PEI die
Komplexität der pDNA-Histon-Partikel aufgelockert wurde. Es ist aber auch
nicht auszuschließen, dass Rest von freiem PEI in den Transfektionsansätzen
der pDNA/H-P-Partikel vorlag, welches ebenfalls einen steigernden Eﬀekt auf
die Transfektionsrate hätte ausüben können [232]. PDNA-PEI- und pDNA/H-
P-Partikel (N/P 3) besaßen einen vergleichbaren Durchmesser von 2,1 bzw.
1,8 µm. Es ist bekannt, dass pDNA-PEI-Komplexe in einem niedrigen N/P-
Verhältnis relativ groß sind, die Größe aber mit steigender PEI-Konzentration
reduziert wird [233]. Damit sind die hier bestimmten Partikelgrößen erklär-
bar, die bei einem sehr niedrigen N/P-Verhältnis von 3 gemessen wurden.
Die Größe der pDNA-PEI-Partikel kann aber auch von verschiedenen äußeren
bzw. experimentellen Bedingungen, wie z.B. der Puﬀerzusammensetzung, be-
einﬂusst werden [234]. Trotz dieser Größenunterschiede fand eine Endozytose
der pDNA/H-P-Partikel in Zellen statt. Durch Markierung der pDNA wur-
de mittels ﬂuoreszenz-mikroskopischer Analysen und Durchﬂusszytometrie die
zelluläre Aufnahme der Partikeltypen bestimmt. Nach zwei Tagen wurde be-
obachtet, dass eine pDNA-Verpackung sowohl durch Histone allein als auch
durch Histone zusammen mit PEI zu einer verhältnismäßig äquivalenten en-
dozytotischen Aufnahme führte. Die Menge an aufgenommenen pDNA-PEI-
Komplexen war deutlich geringer. Es wird angenommen, dass die Unterschiede
in der Transfektionseﬃzienz von pDNA-Histon- und pDNA/H-P-Partikeln auf
intrazelluläre Prozesse zurückzuführen sind. PDNA-Histon-Komplexe werden
vermutlich unzureichend aus den Endosomen freigesetzt und innerhalb der Ly-
sosomen abgebaut, wodurch die Expression des Zielproteins verhindert wird.
Tatsächlich wurde gezeigt, dass pDNA-Histon-Komplexe in den endolysosoma-
len Kompartimenten zurückgehalten und nur unter bestimmten Bedingungen,
wie in Gegenwart von Ca2+-Ionen, freigesetzt werden [178]. In dieser Arbeit
reichte die Zugabe von sehr geringen Mengen an PEI aus, um die Freisetzung
der pDNA ins Zytoplasma zu bewirken, indem es aufgrund seiner Puﬀerkapa-
zität die endosomalen Membranen zerstört [167]. Infolgedessen wird die pDNA
vor der lysosomaler Degradation geschützt. Die Histonproteine mit ihren NLS-
Sequenzen könnten wiederum die freigesetzte pDNA vor zytoplasmatischem
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DNase-Verdau schützen [173] und sie durch ihre kompakte Verpackung stabili-
sieren, wodurch der Transfer in den Nukleus erleichtert wird. Trotzdem besteht
auch die Möglichkeit, dass aufgrund der sehr dichten pDNA-Komplexierung
durch die Histonextrakte allein die DNA-Vektoren nur in geringem Maße aus
diesen Komplexen wieder entlassen werden. Folglich kann keine eﬃziente Tran-
skription des Transgens stattﬁnden. Die hier aufgestellte Theorie konnte mit-
tels einer Co-Lokalisierungsstudie von pDNA und Lysosomen weitgehend be-
stätigt werden. Der Hauptteil der intrazellulären pDNA-Histon-Komplexe war
im Bereich der Lysosomen lokalisiert, während pDNA/H-P-Partikel vorran-
gig außerhalb dieser Kompartimente vorgefunden wurden. Auch pDNA-PEI-
Partikel wurden vorwiegend im Zytoplasma, außerhalb der Lysosomen, detek-
tiert. Jedoch konnte mit diesen Partikeln keine Transfektion gemessen wer-
den, im Gegensatz zu pDNA/H-P-Partikeln. Dies bestätigt vorangegangene
Studien, in denen gezeigt wurde, dass pDNA-PEI-Partikel in niedrigen N/P-
Verhältnissen (N/P 2 oder 3) nicht als Transporter von Transgenen geeignet
sind [164, 217]. Zum einen wurden deutlich weniger dieser Partikel von den Zel-
len aufgenommen und zum anderen fehlten hier vermutlich auch die Histone
für einen Transfektionseﬀekt. Unterschiede in der Eﬀektivität der pDNA/H-P-
Partikel konnten zwischen den getesteten Zelllinien beobachtet werden. DNA-
Partikel, die mit Hühnerhistonen und PEI zusammengesetzt wurden, waren
eﬃzienter in VeroV76-Zellen. Dagegen zeigten pDNA/H-P-Partikel mit Käl-
berhistonen einen höheren Transfektionseﬀekt in BHK-21-Zellen. Demzufolge
ist eine eﬃziente Wirkung der pDNA/H-P-Partikel abhängig vom verwendeten
Histonextrakt und dem jeweiligen Zelltyp bzw. Ursprung. Allerdings müssen
die genauen Gründe dafür noch aufgeklärt werden.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die natürlichen Histonex-
trakte allein ineﬃzient für den Gentransfer in in vitro-Transfektionsexperimen-
ten sind. In Kombination mit sehr niedrigen Konzentrationen an PEI wird je-
doch eine Synergie zwischen den Histonen und PEI deutlich, die in einer stabi-
len Komplexierung von DNA-Vektoren und optimierten Transfektionseﬃzienz
resultiert. Diese Methode beschreibt eine Alternative zu herkömmlichen, oft zy-
totoxischen Transfektionsreagenzien. Die pDNA/H-P-Partikel sind für Zellen
nicht toxisch, was für eine potentielle Anwendung in vivo bedeutsam ist. Eine
Eﬀektivität der pDNA/H-P-Partikel konnte im Laufe dieser Studie für in vivo-
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Experimente allerdings leider nicht nachgewiesen werden. Für eine Impfstudie
im Mausmodell wird eine größere Menge an DNA-Vektoren eingesetzt, damit
eine eﬃziente Aufnahme in (möglichst viele) Zellen des Tieres gewährleistet
wird. Demzufolge wurde die Zusammensetzung der pDNA/H-P-Partikel ent-
sprechend der in vitro-Transfektionexperimente, erhöht. Jedoch bildeten sich
dabei unlösliche Präzipitate der Partikel, aufgrund dessen sie nicht für eine
Impfung geeignet waren. Deshalb konnten nur lösliche pDNA/H-P-Partikel
mit niedrigeren pDNA-Histon-Verhältnissen ≤ 1:6 ausgetestet werden. Diese
zeigten in ersten in vivo-Experimenten eine geringere Immunogenität als nicht
komplexierte DNA-Vektoren. Gründe dafür müssen noch genauer untersucht
werden. Zudem bedarf es weiterer Optimierungen der pDNA/H-P-Partikel für
in vivo-Anwendungen, zum Beispiel durch eine Reduktion der pDNA-Menge
und folglich auch der Menge an Histonextrakten und PEI oder durch variie-
rende Volumen der Partikelsuspension, um eine zu hohe Konzentrierung an
basischen Histonen innerhalb des Impfansatzes zu vermeiden. Dennoch könn-
te diese Methode, unter Einsatz natürlicher (körpereigener) Proteinextrakte,
eine vielversprechende Technik für zukünftige nicht-virale Gentherapien dar-
stellen.
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4.3 Teil III: Einﬂuss einer WNV-Infektion auf
die Expression zellulärer humaner miRNAs
Der Einﬂuss einer WNV-Infektion auf die Expression von zellulären miRNAs
im inﬁzierten Organismus wurde bisher noch nicht untersucht. Es ist aber be-
kannt, dass andere Viren, wie das Human Immunodeﬁciency Virus (HIV) oder
das Cytomegalovirus (HCMV), das Expressionsproﬁl dieser nicht-proteinkodie-
renden RNA-Spezies regulieren können [199, 185]. Dies könnte auf Transkrip-
tionsebene, während des Reifungsprozesses und/oder durch Degradation der
miRNAs geschehen. Jedoch wurden die genauen Mechanismen für diese vi-
rale Regulation bisher noch nicht geklärt [185]. Die Identiﬁzierung veränder-
ter miRNA-Expressionsproﬁle kann zu neuen und weiterführenden Kenntnis-
sen über die Biologie des Erregers und seiner Virulenz, wie die Interaktionen
mit dem Wirt/-zellen und die Beeinﬂussung des Immunsystems, beitragen.
MicroRNAs regulieren gezielt die Synthese von multiplen Genprodukten auf
unterschiedlichen Entwicklungs- und Diﬀerenzierungsebenen und kontrollieren
dabei auch die Funktionalität verschiedener Zelltypen, wie z.B. Immunzellen
[181]. Die Expressionsproﬁle der miRNAs variieren abhängig vom Diﬀerenzie-
rungsstatus bzw. Gewebe- oder Zelltyp innerhalb eines Organismus. Zudem
können sie auch durch Infektionen oder andere Stressfaktoren beeinﬂusst wer-
den [186]. Analysen der miRNA-Expressionsmuster könnten daher ebenfalls
hilfreich für die Entwicklung antimikrobieller bzw. -viraler Therapien sowie von
Impfstoﬀen sein. Zudem besteht die Möglichkeit, auf diesem Weg diagnostische
Marker zu identiﬁzieren, die die Erkennung einer frühen Infektion des speziellen
Erregers erlauben, wodurch schnelle Maßnahmen gegen eine weitere Ausbrei-
tung und Erkrankung getroﬀen werden können. Dies wäre auch für eine WNV-
Detektion von Vorteil. Gegenwärtig erfolgt eine WNV-Diagnose vorrangig über
serologische Nachweismethoden, indem speziﬁsche, meist neutralisierende An-
tikörper in Seren und Geweben inﬁzierter Organismen detektiert werden [109].
Es ist schwierig, dieses Virus in einer frühen Infektionsphase zu diagnostizie-
ren, da WNV in inﬁzierten Säugetieren meist nur eine sehr kurze und niedrige
Virämie aufbaut, im Gegensatz zu inﬁzierten Vögeln [53, 110, 235]. WNV-
speziﬁsche molekulare Biomarker, wie eine oder mehrere zelluläre miRNA-
Spezies, die frühzeitig im Blut inﬁzierter Organismen nachzuweisen sind, wären
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daher von großem Nutzen, um schnell auf eine weitere Ausbreitung reagieren
zu können. Ziel dieser Studie war es, das Expressionsproﬁl zellulärer miRNAs
nach WNV-Infektion humaner Zellen zu analysieren, um signiﬁkante Unter-
schiede einzelner miRNA-Spezies im Vergleich zu nicht inﬁzierten Zellen zu
detektieren. Diese miRNAs wären somit potentielle Kandidaten für eine schnel-
le und frühzeitige WNV-Diagnostik. HeLa-Zellen wurden mit WNV inﬁziert
und die miRNA-Expression zu einem frühen und späteren Zeitpunkt der Infek-
tion mittels Microarray-Analyse bestimmt. Im Laufe dieser Analyse konnten
nur sehr schwache Expressionsunterschiede zellulärer miRNAs zwischen nicht
inﬁzierten und WNV-inﬁzierten Zellen gemessen werden, unabhängig von der
Infektionsphase. Einige wenige Spezies wurden identiﬁziert, die eine tenden-
ziell veränderte Expression im Zuge der WNV-Infektion aufwiesen. Die Syn-
these der miR-16 und miR-20a, die zum miR-17-92 Cluster gehören [236], war
während der frühen WNV-Infektion im Vergleich zu nicht inﬁzierten Zellen
herunterreguliert. Diese miRNA-Spezies sind in die Regulation von Immun-
antworten involviert [237], indem sie z.B. die Diﬀerenzierung und Proliferation
von B-Lymphozyten kontrollieren [236, 238]. Eine WNV-induzierte Reduktion
dieser zellulären, immunregulatorischen miRNAs könnte daher eine vermin-
derte Immunreaktion gegen das Virus bewirken und eine schnelle Ausbreitung
von WNV im Körper begünstigen. Mitglieder der miRNA let-7-Familie sind
in die Regulation von Signaltransduktionswegen involviert, die ebenfalls zur
Zelldiﬀerenzierung beitragen [239, 240]. Auch diese Prozesse können durch ei-
ne frühe WNV-Infektion beeinﬂusst werden, indem die Expression einzelner
Vertreter wie let-7i und -7f reduziert wird. Andere miRNA-Spezies, wie miR-
625* und miR-566 zeigten dagegen eine erhöhte Expression infolge einer frü-
hen WNV-Infektion. Die mRNA eines Mitglieds der MAPK-Signalkaskade, die
ebenfalls verschiedene Zellentwicklungsprozesse reguliert, wurde als mutmaß-
liches Ziel von miR-625 identiﬁziert [241]. Daher ist es möglich, dass WNV
durch die Induktion einer erhöhten Synthese dieser miRNAs die Entwicklung
oder auch Proliferation verschiedener Zelltypen hemmt. Die im Laufe dieser
Studie gewonnenen Daten geben erste Hinweise auf einen potentiellen Einﬂuss
von WNV auf die Expression humaner miRNAs. Einige der WNV-regulierten
miRNA-Spezies stellen vorläuﬁge Kandidaten für diagnostische Marker dieser
Virusinfektion dar. Um dies zu bestätigen sind noch weitere intensivere Analy-
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sen und Charakterisierungen dieser miRNA-Spezies notwendig. Dazu gehören
die Validierung der veränderten Expressionsproﬁle mittels quantitativer real-
time PCR und zusätzliche funktionelle Analysen zur Evaluierung des Einﬂusses
einer Überexpression der potentiellen miRNA-Kandidaten in WNV-inﬁzierten
humanen Zellen. Auch aufgrund der großen Schwankungen innerhalb der hier
gemessenen Daten, in WNV-inﬁzierten und auch nicht inﬁzierten Zellen, sind
weitere Tests unbedingt erforderlich. In vivo-Infektionsexperimente mit an-
schließender Analyse der miRNA-Expressionsproﬁle aus Blutproben inﬁzier-
ter Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion wären von Vorteil. Da-
durch können Vergleiche mit den hier erhaltenen Daten aus einer Gewebe-
zelllinie und den Blutproben aufgestellt werden. Damit eine WNV-speziﬁsche
veränderte Expression der miRNA-Spezies bestätigt werden kann, sind zudem
Vergleichsexperimente mit anderen eng verwandten Flaviviren notwendig. Auf
diese Weise können Kreuzreaktionen ausgeschlossen werden, was für eine frühe
und schnelle WNV-speziﬁsche Diagnostik essentiell ist.
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Das West-Nil-Virus (WNV) ist eine Virusinfektion mit weltweit zunehmen-
der Verbreitung. Natürliches Reservoir dieses Flavivirus sind Vögel. Übertra-
gen wird WNV durch Stechmücken, wodurch auch Säugetiere wie z.B. Men-
schen inﬁziert werden können. Eine Infektion verläuft hier meist asympto-
matisch. In einigen Fällen, z.B. bei immunsupprimierten und älteren Pati-
enten, kann das Virus aber auch schwere neurologische Erkrankungen verur-
sachen. WNV-Impfstoﬀe wurden bisher nur für die Veterinärmedizin lizen-
ziert, jedoch benötigen diese für einen eﬀektiven Schutz häuﬁge Auﬀrischun-
gen. Ziel dieser Studie war es, einen eﬃzienten und biologisch sicheren DNA-
Impfstoﬀkandidaten gegen WNV zu entwickeln. Potentielle DNA-Impfstoﬀe
gegen Flaviviren beruhen weitestgehend auf der simultanen Expression der vi-
ralen Oberﬂächenproteine E und prM, die in den Wirtszellen Virus-ähnliche
Partikel formen und so eine Virusinfektion imitieren. In der hier beschriebe-
nen Arbeit wurde ein DNA-Impfstoﬀkandidat gegen WNV hergestellt, der auf
der Expression des WNV E-Proteins als Antigen basierte. Die Immunisierung
von Mäusen mit diesem DNA-Vektor induzierte starke WNV-speziﬁsche zel-
luläre und humorale Immunantworten. Diese waren eﬃzienter als eine Imp-
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fung mit rekombinanten WNV E-Protein. Eine Dosis des DNA-Vektors reichte
aus, um die Tiere gegen eine WNV-Infektion zu schützen. Die Immunogenität
des DNA-Impfstoﬀkandidaten konnte im Zuge einer heterologen prime-boost-
Impfstrategie gesteigert werden. Dabei wurden DNA-immunisierte Tiere zu-
sätzlich mit rekombinantem WNV-Protein geimpft, was zu erhöhten Titern
neutralisierender Antikörper sowie zu signiﬁkant stärkeren T-Zellantworten
führte.
Der zweite Teil dieser Arbeit beschäftigte sich mit der Optimierung des nicht-
viralen Gentransfers, mit Blick auf eine allgemein verbesserte Immunogenität
von DNA-Impfstoﬀen. Ein Transportsystem wurde entwickelt, welches von Zel-
len in vitro sehr gut toleriert wurde. Die Plasmid-DNA wurde durch natürliche
Histonextrakte (bestehend aus allen fünf Histonproteinen) und Polyethyleni-
min (PEI) komplexiert. Eine Inkubation verschiedener Zelllinien mit diesen
DNA-Partikeln führte zu einer deutlich erhöhten Transfektionseﬃzienz, wäh-
rend Histone bzw. PEI allein keinen Eﬀekt bewirkten. Die Synergie zwischen
den natürlichen Histonextrakten und PEI könnte auch für zukünftige DNA-
Impftechniken von Vorteil sein.
Im dritten Teil der Doktorarbeit wurde der Einﬂuss einer WNV-Infektion
auf das Expressionsproﬁl zellulärer miRNAs in humanen Wirtszellen unter-
sucht. Ziel war es, potentielle molekulare Biomarker zu identiﬁzieren, die ei-
ne frühe Diagnose einer WNV-Infektion erlauben. Gegenwärtig werden vor-
rangig serologische Nachweismethoden angewendet, die eine fortgeschrittene
Infektionsphase detektieren. Zudem könnten neue Erkenntnisse über die Bio-
logie und Pathogenität des WNV erlangt werden, welche auch für Therapi-
en gegen eine WNV-Erkrankung sehr hilfreich wären. Die Expressionsanaly-
se erfolgte mittels der Microarray-Technik. Hierbei wurden nur einige wenige
miRNA-Typen identiﬁziert, bei welchen die Expression in einer frühen WNV-
Infektionsphase, im Vergleich zu nicht inﬁzierten Zellen, leicht herunter- bzw.
hochreguliert war. Die Daten geben erste Hinweise darauf, dass WNV die Ex-
pression von zellulären miRNAs verändern kann. Einige dieser miRNA-Typen
könnten als potentielle Biomarker für eine WNV-Diagnostik in Frage kommen.
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West Nile Virus (WNV) is an emerging zoonosis with worldwide distri-
bution. This Flavivirus is transmitted via mosquitoes, and primary hosts are
birds. The insect vectors also randomly infect mammals such as humans. Here,
a WNV infection mostly shows no or only mild symptoms. However, in few
cases severe neurological symptoms are observed. Current WNV vaccines are
licensed for veterinary medicine only and require annual booster injections for
eﬀective immunity and protection. Aim of this study was the development
of an eﬀective and save DNA vaccine candidate against WNV. Prospective
current DNA vaccines against ﬂaviviruses encode both the viral envelope (E)
and membrane (prM) protein. This co-expression leads to the formation of
virus-like particles and imitate a virus infection. In contrast, the DNA vec-
tor generated in this project was based on the expression of WNV E protein
only. Immunization of mice with the DNA vaccine candidate evoked strong
WNV-speciﬁc cellular and humoral immune responses, which were more eﬃ-
cient than vaccination with a recombinant WNV protein, previously shown to
be a protective vaccine. A single injection of the DNA vector protects mice
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from lethal WNV infection. Immunogenicity of the DNA vaccine candidate
was further increased by a heterologous prime-boost vaccination strategy. Mi-
ce immunized with the DNA obtained additional doses of recombinant WNV
protein. This led to stronger neutralization activity and signiﬁcantly enhanced
T cell responses.
The second objective of this PhD thesis was the optimization of non-viral gene
delivery, in order to improve the immunogenicity of DNA vaccines. Thus, a new
system for transfer of DNA vectors was developed, which was well tolerated by
diﬀerent cell lines. Plasmid-DNA was complexed by natural histone extracts
and polyethylenimine (PEI). Incubation of cells in vitro with these DNA parti-
cles resulted in clearly increased transfection eﬃciency, whereas neither histone
nor PEI alone mediated any eﬀect. The synergistic eﬀect between the natural
histone extracts and PEI shown here might also be a potential alternative for
gene delivery strategies in vivo.
The third project described in this work investigated the expression proﬁles of
human cellular miRNAs as a consequence of a WNV infection. Aim was the
identiﬁcation of potential molecular markers for an early diagnosis of the virus.
Currently, WNV diagnostic is based on serological methods, which are limited
to relatively late infection stages. RNA levels were analysed by the microar-
ray technology and modest diﬀerences in the expression levels of few miRNA
species were observed at early time points of infection. These preliminary data
indicated the inﬂuence of WNV on regulation of cellular miRNAs.
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